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n u m b e r o f m i c r o b e s p r e s e n t a t t im e 0
n u m b e r o f m i c r o b e s p r e s e n t a t t im e t
N e p h e l o m e t r i c T u r b i d i t y U n i t
o z o n e
h y p o c h l o r i t e i o n
o x i d a n t d e m a n d f r e e
PA H O P a n A m e r i c a n H e a l t h O r g a n i z a t i o n
P B S p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e
P B S /B SA p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e / b o v i n e s e r u m a l b u m i n
p p m p a r t s p e r m i l l i o n
P V A / D A B C O p o l y v i n y l a l c o h o l / 1 , 4 - D i a z a b i c y c l o - [2 . 2 . 2 ] o c t a n e
r p m r o t a t i o n s p e r m i n u t e
s o r s e c . s e c o n d s
S t d . D e v . s t a n d a r d d e v i a t i o n
T H M t r i h a l o m e t h a n e
U C u l t r a c u l t u r e m e d i a
U F u l t r a fi l t r a t i o n
|i L m i c r o l i t e r
u n d u n d i l u t e
U S E P A U n i t e d S t a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y
U V u l t r a v i o l e t l i gh t
WH O W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n
I . I n t r o du c t i o n
E t i o l o g i c a g e n t s r e s p o n s i b l e f o r a lm o s t h a l f o f t h e r e p o r t e d w a t e r b o m e d i s e a s e
o u t b r e a k s i n t h e U n i t e d St a t e s a r e n e v e r i d e n t i f i e d (C o hn e t a l . , 1 9 9 9 ) . O b s t a c l e s t h a t
p r e v e n t e t i o l o g i c a g e n t s f r o m b e i n g d i s c o v e r e d i n c l u d e t h e d i f fi c u l t y o f i s o l a t i n g t h e
m i c r o b e f r o m c o n t a m i n a t e d w a t e r , l im i t e d d i a g n o s t i c t e c h n i q u e s t o t e s t f o r e m e r g i n g
p a t h o g e n s , o r t h e e x i s t e n c e o f u n r e c o g n i z e d m i c r o b i a l a g e n t s c a p a b l e o f p r o d u c i n g
i n f e c t i o u s d i s e a s e v i a w a t e r . M i c r o b i a l p a t h o g e n s a s s o c i a t e d w i t h w a t e r b o m e d i s e a s e s a r e
u s u a l l y o f h u m a n o r a n im a l e n t e r i c o r i g i n . A l t h o u g h m a n y o r g a n i s m s c a n b e f o u n d i n
f e c a l l y - c o n t a m i n a t e d w a t e r , e n t e r i c p r o t o z o a , p a r t i c u l a r l y C r y p t o sp o r i d i u m , h a v e b e e n a
m a j o r c a u s e o f w a t e r b o m e o u t b r e a k s s i n c e 1 9 8 1 (M o e , 1 9 9 7 ) . D u r i n g t h e p e r i o d o f 19 8 0
t o 1 9 9 6
,
t h e r e w e r e t e n o u t b r e a k s c a u s e d b y C r y p t o s p o r i d i u m i n t h e U n i t e d S t a t e s w i t h
4 1 9 , 9 3 9 c a s e s o f i l l n e s s . O f t h e s e c a s e s , 4 0 3 , 0 0 0 a r e f r o m a s i n g l e o u t b r e a k i n
M i l w a u k e e
,
W I i n 1 9 9 3 (C o hn e t a l . , 1 9 9 9 ; M a c K e n z i e e t a l . , 1 9 9 4 ) .
C r y p t o s p o r i d i u m s p e c i e s c a n r e a d i l y c o n t a m i n a t e s u r f a c e w a t e r s u p p l i e s d u e t o
t h e i r u b i q u i t y i n n u m e r o u s a n im a l r e s e r v o i r s . O n e s t u d y f o u n d m o r e t h a n 8 0% o f t h e
s u r f a c e w a t e r s o u r c e s a n d 26 % o f t h e t r e a t e d dr i n k i n g w a t e r s u p p l i e s i n t h e U n i t e d S t a t e s
w e r e c o n t a m i n a t e d w i t h t h i s p r o t o z o a n (Sm i t h a n d R o s e , 1 9 9 8 ) . N u m e r o u s fe a t u r e s o f
C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m a l l o w i t t o p o s e a s a t h r e a t t o p u b l i c w a t e r s u p p l i e s : ( 1) th e
l a r g e n u m b e r o f i n fe c t i o u s o o c y s t s e x c r e t e d (~ 10
' °
d u r i n g s y m p t o m a t i c i n f e c t i o n i n
h u m a n s a n d ~ 10 ^ o o c y s t s / g r a m f e c e s i n i n f e c t e d c a l v e s ) , (2 ) t h e z o o n o t i c n a t u r e o f t h e
p a r a s i t e , (3 ) t h e h a r d i n e s s o f t h e o o c y s t s a l l o w i n g th e m t o s u r v i v e h a r s h e n v i r o n m e n t a l
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c o n d i t i o n s , ( 4 ) t h e i r s m a l l s i z e (~ 5 (i m i n d i a m e t e r ) a l l o w in g t h e m t o p e n e t r a t e o r
w i t h s t a n d c o n v e n t i o n a l d r i n k i n g w a t e r t r e a tm e n t , (5 ) t h e l o w i n f e c t i o u s d o s e , ( 6 ) t h e
a b s e n c e o f a r e l i a b l e s c r e e n i n g t e s t f o r t h e p r e s e n c e o f t h e i n f e c t i o u s f o r m , a n d (7 ) t h e
l a c k o f a n i n d i c a t o r o r g a n i s m s i gn a l i n g t h e i r p r e s e n c e ( Sm i t h a n d R o s e , 1 9 9 8 ; S t e i n e r e t
a l . , 1 9 9 7 )
C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m i s f o u n d w o r l dw i d e a n d c a u s e s c r y p t o s p o r i d i o s i s , a
g a s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s (Sm i th , 1 9 9 8) . W h i l e d i a r r h e a l i l l n e s s p o s e s a t h r e a t t o
i n d u s t r i a l i z e d n a t i o n s , p a r t i c u l a r l y t o t h e im m u n o c o m p r o m i s e d p o p u l a t i o n , i t i s t h e
l e a d i n g c a u s e o f i l l n e s s a n d d e a t h i n d e v e l o p i n g n a t i o n s (M i n t z e t a l . , 1 9 9 5 ) . I n t h e
U n i t e d St a t e s
,
t h e m a j o r i t y o f w a t e r b o m e o u t b r e a k s r e s u l t f r o m th e u s e o f c o n t a m i n a t e d ,
u n t r e a t e d w a t e r o r t o i n a d e q u a t e t r e a tm e n t (C o h n e t a l . , 1 9 9 9 ) . B e c a u s e m u c h o f t h e
d e v e l o p i n g w o r l d h a s d e f i c i e n t w a t e r a n d s a n i t a t i o n s y s t e m s , t h e s e n a t i o n s e x p e r i e n c e
h i g h d e a t h r a t e s c a u s e d b y w a t e r b o m e d i a r r h e a l p a t h o g e n s . T h e l o n g - t e r m s o l u t i o n f o r
p r e v e n t i o n o f w a t e r b o m e d i s e a s e s i s t o d e l i v e r t r e a t e d w a t e r v i a a p i p e d di s t r i b u t i o n
s y s t e m , b u t s o m e c o u n t r i e s d o n o t h a v e t h e r e s o u r c e s t o s u s t a i n s u c h a s y s t e m a n d p o i n t -
o f - u s e d i s i n f e c t i o n i s a s u i t a b l e a l t e r n a t i v e .
M i n t z e t a l . ( 1 9 9 5 ) d e s c ri b e d t h e im p o r t a n c e o f p o i n t - o f - u s e d i s i n f e c t i o n a n d s a fe
s t o r a g e o f d ri n k i n g w a t e r b e c a u s e c o n t a m i n a t i o n c a n o c c u r b o t h a t t h e s o u r c e a n d d u ri n g
w a t e r s t o r a g e i n t h e h o m e . I n a s t u d y c o n d u c t e d i n B o l i v i a , i t w a s d e t e r m i n e d th a t
s u bj e c t s p r o v i d e d w i t h sp e c i a l w a t e r s t o r a g e v e s s e l s a n d c h l o ri n e h a d w a t e r q u a l i t y
m e e t i n g t h e W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n
'
s (WH O ) m i c r o b i o l o g i c a l g u i d e l i n e o f l e s s t h a n
o n e E . c o l t c o l o n y p e r 1 0 0 m L i n 9 3 % o f t h e s a m p l e s t e s t e d . I n t h e f o l l o w - u p e v a l u a t i o n
o f t h i s s t u d y , a l l p a rt i c i p a t i n g f a m i l i e s w e r e s u p p l i e d w i t h a s t o r a ge v e s s e l a n d c h l o r i n e .
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D u r i n g t h e s u b s e q u e n t w a t e r a n a l y s e s , 6 0 % o f t h e s a m p l e s h a d n o d e t e c t a b l e f e c a l
c o l i f o r m c o l o n i e s a n d 7 8 % h a d n o d e t e c t a b l e E c o l i c o l o n i e s (Q u i c k e t a l . , 1 9 9 6 ) .
H o w e v e r
,
s o m e w a t e r b o m e p a r a s i t e s a r e r e s i s t a n t t o c h l o r i n e d i s i n f e c t i o n , n o t a b l y
C r y p t o sp o r i d i u m s p e c i e s , w h i c h a r e t h e t h i r d m o s t c o m m o n e n t e r i c p a t h o g e n s w o r l d w i d e
(C u r r e n t a n d G a r c i a , 1 9 9 1 ) W h i l e t h e a f o r e m e n t i o n e d s t r a t e g y i s p r o m i s i n g , i t w o u l d b e
b e n e fi c i a l t o s u p p l y t h e s e c o m m u n i t i e s a n d o t h e r d r i n k i n g w a t e r c o n s u m e r s w i t h a m o r e
e f f e c t i v e a n d i n e x p e n s i v e t r e a t m e n t m e t h o d a b l e t o i n a c t i v a t e r e s i s t a n t w a t e r b o m e
p a r a s i t e s . A p r a c t i c a l d i s i n f e c t i o n a l t e r n a t i v e f o r dr i n k i n g w a t e r i n r e m o t e v i l l a g e s , a s
w e l l a s l a r g e u r b a n c o m m u n i t i e s , h a s b e e n d e s i g n e d b y th e M l O X C o r p o r a t i o n
(A l b u q u e r q u e , N e w M e x i c o ) , a l t h o u gh t h e c h e m i c a l c o m p o s i t i o n o f t h i s d i s i n f e c t a n t
s o l u t i o n h a s y e t t o b e d e t e r m i n e d . T h i s t e c h n o l o g y u s e s a n e n e r g y s o u r c e a n d a s o d i u m
c h l o r i d e s a l t s o l u t i o n t o e l e c t r o c h e m i c a l l y g e n e r a t e a m i x t u r e o f o x i d a n t s .
P r e v i o u s l a b o r a t o r y t e s t s h a v e s h o w n t h a t e l e c t r o c h e m i c a l l y g e n e r a t e d o x i d a n t s
(E C G O ) a r e c a p a b l e o f i n a c t i v a t i n g C p a r v u m o o c y s t s , a s w e l l a s o t h e r e n t e r i c m i c r o b e s ,
a t p r a c t i c a l d o s e s o f s e v e r a l m g / L . I n a s t u d y b y V e n z c e l e t a l . ( 19 9 7 ) , a 5 m g / L d o s e o f
E C G O i n p H 7 o x i d a n t d e m a n d f r e e (O D F ) w a t e r a n d 2 5
°
C r e s u l t e d i n m o r e t h a n 3 . 5
l o g i o i n a c t i v a t i o n o f C p a r v u m a n d 2 . 7 l o g i o i n a c t i v a t i o n o f C l o s t r i d i u m p e r f r i n g e n s
s p o r e s a ft e r 4 h o u r s . F u r t h e r m o r e , C a s t e e l ( 1 9 9 8 ) f o u n d 2 . 5 a n d 2 4 l o g i o i n a c t i v a t i o n o f
C . p a r v u m o o c y s t s a n d C p e r f r i n g e n s s p o r e s , r e s p e c t i v e l y , w i t h a 7 m g / L d o s e o f E C G O
i n p H 8 O D F w a t e r a n d 2 5
° C a ft e r 3 0 m i n u t e s .
R e c e n t l y , t h e t e c h n o l o g y t o p r o d u c e E C G O h a s b e e n m i n i a t u r i z e d i n t h e f o r m o f a
p o r t a b l e p e n . W a t e r p l a c e d i n t h e e l e c t r o d e c h a m b e r i n t h e p e n c o m e s i n c o n t a c t w i t h
s o l i d N a C l a n d i s c o n v e r t e d t o b r i n e . A n e l e c t r i c a l c u r r e n t i s d e l i v e r e d t o t h e w a t e r f r o m a
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b a t t e r y t o e l e c t r o l y z e t h e b r i n e a n d g e n e r a t e o x i d a n t . T h e g e n e r a t e d o x i d a n t i s t h e n a d d e d
t o w a t e r t o d i s i n f e c t i t p r i o r t o c o n s u m p t i o n . Wh i l e t h e t e c hn o l o g y o f t h i s m i n i a t u r e
e l e c t r o l y t i c p e n c e l l i s s i m i l a r t o t h a t p r e v i o u s l y d e v e l o p e d in l a r g e r s c a l e , t h e o x i d a n t
p r o d u c e d b y t h e p e n c e l l h a s n o t b e e n e x t e n s i v e l y t e s t e d f o r i t s a b i l i t y t o i n a c t i v a t e C .
p a r v u m o o c y s t s o r o t h e r w a t e r b o m e m i c r o b e s S u c h s t u d i e s a r e t h e f o c u s o f t h i s r e p o r t .
I I
.
O b j e c t i v e s
T h e p u r p o s e o f t h i s p r o j e c t i s t o qu a n t i f y t h e c o n t a c t t im e s a n d o t h e r e x p e r im e n t a l
c o n d i t i o n s , i n c l u d i n g p H a n d t e m p e r a t u r e , n e e d e d t o a c h i e v e i n a c t i v a t i o n o f C p a r v u m
o o c y s t s w i t h 5 m g / L d o s e s o f e l e c t r o c h e m i c a l l y g e n e r a t e d o x i d a n t s ( E C G O ) fr o m
m i n i a t u r e p e n c e l l s . S p o r e s o i B a c i l l u s s u b t i l i s a l s o a r e u t i l i z e d i n t h e s e e x p e r i m e n t s
b e c a u s e o f t h e i r r e l a t i v e l y h i g h r e s i s t a n c e t o d i s i n f e c t i o n . S p e c i f i c o bj e c t i v e s f o r t h i s
s t u d y w e r e t o :
• T e s t t h e m i c r o b i o c i d a l e f f i c i e n c y o f E C G O s o l u t i o n g e n e r a t e d f r o m d i f f e r e n t
c o n fi g u r a t i o n s o f t h e m i n i a t u r i z e d , p o r t a b l e p e n c e l l s (F u l l P e n (1 1 ) a n d N e w C e l l
# 1)
• T e s t t h e m i c r o b i o c i d a l e f f i c i e n c y o f 5 m g / L d o s e s o f p e n c e l l E C G O i n w a t e r s a t
d i f f e r e n t p H l e v e l s (p H 7 a n d 10 ) a n d t e m p e r a t u r e s (S
^
C a n d 2 5
"
C )
• T e s t 5 m g / L d o s e s o f p e n c e l l - g e n e r a t e d E C G O f o r e f f i c a c y a g a i n s t t w o d i f f e r e n t
s o u r c e s o f C . p a r v u m o o c y s t s
• T e s t t h e e f f i c a c y o f 5 m g / L d o s e s o f p e n c e l l - g e n e r a t e d E C G O i n b u f fe r e d w a t e r s
a n d w a t e r s s p i k e d w i t h n a t u r a l c o n s t i t u e n t s t y p i c a l l y f o u n d i n w a t e r , s p e c i fi c a l l y ,
b e n t o n i t e c l a y (5 N T U ), h u m i c a c i d (5 m g /L ) a n d f u l v i c a c i d ( 5 m g/ L ), f o r t h e
i n a c t i v a t i o n o f 5 . s u b t i l is s p o r e s
• C o m p a r e 5 m g /L d o s e s o f p e n c e l l - g e n e r a t e d E C G O a n d f r e e c h l o r i n e i n a c t i v a t i o n
k i n e t i c s o f 5 s u b t i l i s s p o r e s
I I I . R e v i e w o f t h e L i t e r a t u r e
A
.
C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m
A . 1 . H i s t o r y a n d T a x o n o m y
I t i s p o s s i b l e t h a t J a c k s o n - C l a r k fi r s t o b s e r v e d t h e s p e c i e s o f C r y p t o sp o r i d i u m i n
1 8 9 5 w h e n d e t e c t i n g a
"
s w a r m o f s p o r e s l y i n g u p o n t h e g a s t r i c e p i t h e l i u m o f m i c e
"
(C u r r e n t a n d G a r c i a , 1 9 9 1 ) . H o w e v e r , T y z z e r i s c r e d i t e d w i t h b e i n g th e fi r s t t o r e c o g n i z e ,
d e s c r i b e a n d p u b l i s h i n f o r m a t i o n r e g a r d i n g t h i s p r o t o z o a n p a r a s i t e . I n 1 9 0 7 , h e d e s c r i b e d
t h e a s e x u a l a n d s e x u a l d e v e l o p m e n t a n d s p o r e s o f t h e o r g a n i s m
'
s l i f e c y c l e t h a t h e
o b s e r v e d i n t h e g a s t r i c g l a n d s o f l a b o r a t o r y m i c e . F u r t h e r m o r e , h e r e m a r k e d o n fi n d i n g
s p o r e s i n t h e f e c e s o f t h e s e a n i m a l s . B y 19 10 , T y z z e r h a d p r o p o s e d t h e n a m e
C r y p t o s p o r i d i u m (m e a n i n g
" h i d d e n s p o r e
" i n G r e e k ) a s t h e g e n u s a n d C . m u r i s a s t h e
s p e c i e s . A ft e r f u r t h e r i n g h i s r e s e a r c h i n 1 9 12 a n d e x p e r im e n t a l l y i n f e c t i n g m i c e , h e
i d e n t i fi e d a n e w s p e c i e s , C p a r v u m , i n w h i c h t h e o o c y s t s w e r e s m a l l e r a n d d e v e l o p e d
o n l y i n t h e s m a l l i n t e s t i n e .
B i o m e d i c a l r e s e a r c h e r s d i d n o t c o n s i d e r t h e s e o r g a n i s m s t o b e a p u b l i c h e a l t h r i s k
e i t h e r e c o n o m i c a l l y o r m e d i c a l l y ; t h u s , C r y p t o s p o r i d i u m w a s l a b e l e d a s a b e n i g n
c o m m e n s a l o r g a n i s m u n t i l 1 9 5 5 w h e n i t w a s r e c o g n i z e d a s c a p a b l e o f c a u s i n g d i s e a s e i n
a n im a l s . A t t h i s t im e
,
S l a v i n r e p o r t e d C r y p t o s p o r i d i u m i n f e c t i o n s i n t u r k e y p o u l t s t h a t
c a u s e d s e v e r e d i a r r h e a a n d d e a t h H o w e v e r
,
t h e p a r a s i t e r e m a i n e d v i r t u a l l y i g n o r e d b y
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t h e v e t e ri n a r y c o m m u n i t y u n t i l 19 7 1 w h e n i t w a s a s s o c i a t e d w i t h b o v i n e d i a r r h e a . I t w a s
n o t u n t i l 1 9 7 6 th a t t h e f i r s t c a s e s o f h u m a n c r y p t o s p o ri d i o s i s w e r e r e p o r t e d b o th i n
i m m u n o c o m p e t e n t a n d imm u n o s u p p r e s s e d h o s t s . T h e n i n 1 9 82 , 2 1 m a l e s w i t h a c q u i r e d
im m u n e d e f i c i e n c y s y n d r o m e w e r e d i a g n o s e d w i t h c r y p t o s p o ri d i o s i s a n d t h e i n t e r e s t i n
t h i s p a r a s i t e b y t h e m e d i c a l c o m m u n i t y e s c a l a t e d (P a y e r e t a l . , 1 9 9 7 ; S o a v e a n d
A r m s t r o n g , 19 8 6 ; C u r r e n t a n d G a r c i a , 1 9 9 1 ; S t e r l i n g a n d A r r o w o o d , 1 9 9 3 ) .
T h e t a x o n o m i c c l a s s i f i c a t i o n o f C r y p t o s p o r i d i u m i s p r e s e n t e d in T a b l e 1 . T h e
e m p i r e , k i n g d o m a n d p h y l u m a r e e u k a r y o t a , p r o t o z o a a n d a p i c o m p l e x a , r e s p e c t i v e l y . T h e
c l a s s c o c c i d e a h a s t h e fo l l o w i n g f e a t u r e s : o o c y s t s c o n t a i n i n g i n f e c t i v e s p o r o z o i t e s t h a t
r e s u l t f r o m s p o r o g o n y ; r e p r o d u c t i o n b o t h a s e x u a l l y a n d s e x u a l l y ; a n d l o c o m o t i o n b y
f l e x i n g , g l i d i n g o r u n du l a t i o n . T h e o r d e r e u c o c c i d i o ri d a i n f e c t s b o t h v e r t e b r a t e s a n d
in v e rt e b r a t e s a n d u n d e r g o e s m e r o g o n y . T h e f a m i l y c r y p t o s p o ri d i i d a e h a s t h e s e b i o l o g i c a l
c h a r a c t e ri s t i c s : d e v e l o p i n g b e n e a t h t h e b r u s h b o r d e r a n d n o t i n t h e p r o p e r ; m e r o n t s w i t h
k n o b l i k e a t t a c h m e n t o r g a n e l l e s ; a n d o o c y s t s w i t h o u t s p o r o c y s t s . M a n y o f t h e s p e c i e s o f
C r y p t o s p o r i d i u m w e r e n a m e d b a s e d o n t h e h o s t t h e y i n f e c t e d . C p a r v u m a p p e a r s t o
i n f e c t 7 9 s p e c i e s o f m a mm a l s a n d , u n t i l r e c e n t l y , i s t h e o n l y s p e c i e s k n o w n t o c a u s e
h u m a n i n f e c t i o n (P a y e r e t a l . , 1 9 9 7 ) . R e c e n t s t u d i e s s u g g e s t t h a t s o m e o th e r s p e c i e s o f
C r y p t o s p o r i d i u m (e . g . m e l e a g r i d i s a n d f e l i s ) a r e c a p a b l e o f c a u s i n g h u m a n i n f e c t i o n i n
t h e im m u n o c o m p r o m i s e d (P a y e r e t a l . , 2 0 0 0 ) . G e n e t i c a n a l y s i s o f t h e s e o t h e r s p e c i e s
i n f e c t i n g h u m a n s i n d i c a t e s t h a t t h e y a r e c l o s e l y r e l a t e d t o C . p a r v u m a n d m a y b e l o n g t o a
c o m p l e x o f C p a r v u m - l i k e C r y p t o s p o r i d i i d a e (X i a o e t a l . , 1 9 9 9 )
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T a b l e 1 ; T a x o n o m i c C l a s s i f i c a t i o n o f
C r y p t o sp o r i d i u m
C l a s s i f i c a t io n N a m e
E m p ir e E u k a r y o t a
K i n g d o m P r o t o z o a
P h y lu m A p ic o m p le x a
C la s s C o c c id e a
O r d e r E u c o c c id io r id a
F a m i ly C r y p t o s p o r id i id a e
A 2 . G e n e r a l B i o l o g y
T y p i c a l l y , s p o r o z o a n p r o t o z o a a r e h o s t a n d t i s s u e s p e c i f i c ; h o w e v e r ,
C r y p t o s p o r i d i u m i s u n i q u e b i o l o g i c a l l y , i n t h a t , i t h a s a w i d e h o s t r a n g e (C a s e m o r e e t a l . ,
1 9 8 5 ) . T h e d e v e l o p m e n t o f t h i s f a m i l y o f m i c r o o r g a n i s m s o c c u r s w i t h i n a s i n g l e h o s t
(m o n o x e n o u s l i f e c y c l e ) a n d in f e c t s t h e m i c r o v i l l o u s b o r d e r i n s t e a d o f t h e c y t o p l a s m o f
h o s t e p i t h e l i a l c e l l s (So a v e a n d A r m s t r o n g , 1 9 86 ) .
T h e c o m p l e x l i f e c y c l e o f C r y p t o sp o r i d i u m i n v o l v e s s i x d e v e l o p m e n t a l s t a g e s :
e x c y s t a t i o n , m e r o g o n y , g a m e t o g o n y , f e r t i l i z a t i o n , o o c y s t w a l l f o r m a t i o n a n d s p o r o g o n y
(F i g u r e 1 ) . O n c e a s u i t a b l e h o s t h a s i n g e s t e d a n o o c y s t , t h e l i f e c y c l e o f t h e p a r a s i t e
b e g i n s . T h e e n v i r o n m e n t a l l y r e s i s t a n t o o c y s t r e l e a s e s i t s s p o r o z o i t e s , t h e i n f e c t i v e f o r m .
T h e r e du c i n g c o n d i t i o n s , C O 2 a n d p r e s e n c e o f b i l e s a l t s i n t h e g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t o f t h e
h o s t o r g a n i s m p r o v i d e a n i d e a l e n v i r o n m e n t f o r t h e i n i t i a t i o n o f e x c y s t a t i o n . T h e b o d y
t e m p e r a t u r e o f t h e h o s t i s a l s o a f a c t o r t h a t c o n t r i b u t e s t o t h e o n s e t o f e x c y s t a t i o n
(C u r r e n t , 1 9 8 7 ) . R e l e a s e o f s p o r o z o i t e s c a n o c c u r i n w a r m a q u e o u s s o l u t i o n s a l o n e
(M a r s h a l l e t a l . , 1 9 9 7 ) , w h i c h m a y a c c o u n t f o r r a r e i n f e c t i o n a n d a u t o i n f e c t i o n o f t h e
f o l l o w i n g a r e a s o f t h e b o d y : t h e c o n j u n c t i v a , r e s p i r a t o r y t r a c t , g a l l b l a d d e r , l y m p h n o d e s ,
t e s t i c l e
,
o v a r y , u t e r u s a n d v a g i n a (P a y e r e t a l . , 1 9 9 7 ) . C r yp t o sp o r i d i u m t y p i c a l l y c a u s e s a
2 1
l o c a l i z e d i n f e c t i o n , b u t s y s t e m i c i n f e c t i o n s a r e p o s s i b l e i n a n imm u n o c o m p r o m i s e d h o s t
(S o b s e y , 1 9 9 9 ) .
C a t t l e a r e o n e a n i m a l
r e s e n o i r o f i n f e c t i o n
T r a n s m i s s i o n v i a
c o n l a i n i n a l e d w a t e r
o r f e c a l - o r a l r o u t e
E x p u l s i o n o l o o c y s t
f r o m c e l l s u r f a c e
R e i n f e c t i o n o f h o s t
F e r t i l i z a t i o n m e r o z o i t e
o c y te s
s t a t i o n
s t s ^
\
A l t a c li m e n t o f
s p o r o z o i t e s t o
e p i t h e l i a l c e l l s
Sp o r o g o n y
O o c y s t
f o r m a t i o n
M e r o g o r t y ( s c h i z o g o n y )
o r a s e x u a l r e p r o d u c t i o n
G a m e l o g o n y o r
s e x u a l r e p r o d u c t i o n Se c o n d g e n e r a t i o
n
m e r o go n y
F i g u r e 1 : L i f e c y c l e o f C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m (A d a p t e d f r o m R u s i n e t a l ,
2 0 0 0 )
A f t e r t h e s p o r o z o i t e s e x c y s t a n d a t t a c h t o t h e e p i t h e l i a l c e l l s , t h e y b e c o m e
e n v e l o p e d b y t h e m i c r o v i l l i i n a n i n t r a c e l l u l a r , b u t e x t r a c j ^ o p l a s m i c , f a s h i o n . T h e
i n f e c t i o u s f o r m s a r e i n t r a c e l l u l a r , b e c a u s e a h o s t c e l l - d e r i v e d p a r a s i t o p h o r o u s v a c u o l e
m e m b r a n e s u r r o u n d s t h e m
,
b u t e x t r a c y t o p l a s m i c b e c a u s e a l l d e v e l o p m e n t a l s t a g e s a r e
k e p t i n t h e m i c r o v i l l o u s s e c t i o n o f t h e h o s t c e l l (C u r r e n t , 1 9 8 7 ) . T h e s p o r o z o i t e s t h e n
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m a t u r e i n t o t r o p h o z o i t e s a n d th e s e c o n d s t a g e o f m e r o g o n y ( a l s o c a l l e d s c h i z o g o n y ) , o r
a s e x u a l m u l t i p l i c a t i o n , b e g i n s w i t h t h e p r o d u c t i o n o f e i g h t m e r o z o i t e s . T h i s fo r m c a n
t h e n i n v a d e s u r r o u n d i n g c e l l s a n d s p r e a d t h e i n f e c t i o n . F u r t h e r m o r e , t h e s e m e r o z o i t e s c a n
a l s o u n d e r g o a n o t h e r r o u n d o f m e r o g o n y a n d p r o d u c e s e c o n d - g e n e r a t i o n m e r o z o i t e s t h a t
a r e a b l e t o d i f f e r e n t i a t e i n t o e i t h e r m i c r o g a m o n t s o r m a c r o g a m o n t s : t h e m a l e o r f e m a l e
s e x u a l s t a g e s , r e s p e c t i v e l y (C a s e m o r e e t a l , 1 9 8 5 ; P a y e r e t a l . , 1 9 9 7 ; R u s i n e t a l . , 1 9 9 9 ) .
T h i r d
,
s e x u a l r e p r o d u c t i o n , o r g a m e t o g o n y , t a k e s p l a c e w h e n t h e m i c r o g a m o n t s
d e v e l o p i n t o m u l t i n u c l e a t e f o rm s p r o d u c i n g m i c r o g a m e t e s , t h e s p e r m c e l l e q u i v a l e n t . O n
t h e o t h e r h a n d , t h e o v u m e q u i v a l e n t , o r m a c r o g a m o n t , r e m a i n s u n i n u c l e a t e (P a y e r e t a l . ,
1 9 9 7 ) . N e x t , f e r t i l i z a t i o n r e s u l t s i n a z y g o t e w h e n t h e m i c r o g a m e t e p e n e t r a t e s t h e
m a c r o g a m e t e (T z i p o r i , 1 9 8 8 ) . T h e f i f t h d e v e l o p m e n t a l s t a g e , o o c y s t f o r m a t i o n , o c c u r s i n
t h e p a r a s i t o p h o r o u s v a c u o l e . B o t h t h i c k - w a l l e d a n d t h i n - w a l l e d o o c y s t s h a v e b e e n
i d e n t i f i e d (T z i p o r i , 1 9 8 8 ) . I n t h e fi n a l s t a g e , s p o r o g o n y o c c u r s f o r m i n g f o u r s p o r o z o i t e s
w i t h i n t h e z y g o t e
'
s c y t o p l a s m ( S t e r l i n g a n d A r r o w o o d , 1 9 9 3 ) .
A p p r o x i m a t e l y 8 0 % o f C p a r v u m o o c y s t s d e v e l o p i n t o t h i c k - w a l l e d ,
e n v i r o n m e n t a l l y r e s i s t a n t f o r m s w h i l e t h e r e m a i n i n g 2 0% a r e t h i n - w a l l e d o o c y s t s
s u r r o u n d e d b y o n l y a s i n g l e m e m b r a n e . I n s t e a d o f b e i n g r e l e a s e d i n t h e f e c e s o f a n
i n f e c t e d h o s t l i k e t h e t h i c k - w a l l e d f o r m s
,
t h e t h i n - w a l l e d o o c y s t s a r e c a p a b l e o f r u p t u r i n g
a n d i n f e c t i n g a dj a c e n t e p i t h e l i a l c e l l s , t h u s r e i n i t i a t i n g t h e e n d o g e n o u s c y c l e (C u r r e n t ,
1 9 8 7 ) . T h i s p r o c e s s o f a u t o i n f e c t i o n a n d th e a b i l i t y o f fi r s t - g e n e r a t i o n m e r o z o i t e s t o
c a u s e r e i n f e c t i o n d i f f e r e n t i a t e C . p a r v u m f r o m o t h e r c o c c i d i a t h a t c a u s e d i s e a s e i n w a r m ¬
b l o o d e d v e r t e b r a t e s . T h e s e q u a l i t i e s l i k e l y c o n t r i b u t e t o t h e l o w i n f e c t i o u s d o s e a n d th e
p e r s i s t e n t i n f e c t i o n s s e e n i n i m m u n o c o m p r o m i s e d h o s t s .
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A . 3 . E p i d e m i o l o g y
C r y p t o sp o r i d i u m s p e c i e s h a v e b e e n d e t e c t e d w o r l d w i d e i n g r o u n d w a t e r , s u r f a c e
w a t e r , f i n i s h e d d r i n k i n g w a t e r , r e c r e a t i o n a l w a t e r a n d m a r i n e w a t e r s (R o s e e t a l . , 1 9 9 7 ;
R o s e e t a l
,
1 9 9 1 ; L e C h e v a l l i e r e t a l , 19 9 1 ; Jo h n s o n e t a l , 1 9 9 5 ) . F u r t h e r m o r e , s i n c e t h e
fi r s t r e p o r t o f h u m a n c r y p t o s p o r i d i o s i s i n 19 7 6 , t h e i l l n e s s h a s i n f e c t e d p e o p l e fr o m o v e r
9 0 c o u n t r i e s o n s i x c o n t i n e n t s (P a y e r e t a l . , 2 0 0 0 ) . C r y p t o s p o r i d i o s i s i n f e c t i o n s a r e m o r e
c o m m o n i n u n d e r d e v e l o p e d c o n t i n e n t s . F o r e x a m p l e , t h e p r e v a l e n c e r a t e r a n g e s fr o m 5%
i n A s i a t o a lm o s t 1 0 % i n A fr i c a
,
w h i l e t h e a v e r a g e p r e v a l e n c e r a t e i n E u r o p e a n d N o r t h
A m e r i c a i s b e t w e e n 1 a n d 3 % (M a r s h a l l e t a l . , 1 9 9 7 ) . T h e h i gh e r p r e v a l e n c e o f i l l n e s s i n
u n d e r d e v e l o p e d c o u n t r i e s i s l i k e l y d u e t o t h e l a c k o f c l e a n w a t e r a n d s a n i t a t i o n , c r o w d e d
l i v i n g c o n d i t i o n s a n d t h e l a r g e n u m b e r o f p o t e n t i a l a n i m a l h o s t s l i v i n g i n p r o x i m i t y t o
h u m a n s (C u r r e n t a n d G a r c i a , 1 9 9 1 ) . A d d i t i o n a l l y , c h i l d r e n a r e i n f l i c t e d w i t h t h e m i c r o b e
a t a h i g h e r p r e v a l e n c e r a t e t h a n a d u l t s a n d i n f e c t i o n s a r e m o r e c o m m o n du r i n g w a r m e r ,
w e t m o n t h s (C u r r e n t , 1 9 8 7 ) .
T h e i n c i d e n c e o f t h e d i s e a s e i s u n c e r t a i n b e c a u s e c r y p t o s p o r i d i o s i s i s g e n e r a l l y
n o t r e p o r t e d t o t h e l o c a l a n d s t a t e h e a l t h d e p a r t m e n t s , m a n y p e o p l e d o n o t s e e k m e d i c a l
a t t e n t i o n f o r d i a r r h e a a n d m a n y p h y s i c i a n s d o n o t r o u t i n e l y t e s t f o r t h e p r e s e n c e o f t h e
m i c r o b e (M a r s h a l l e t a l . , 1 9 9 7 ) . H o w e v e r , o f t h e s t o o l s t e s t e d b y h e a l t h c a r e p r o v i d e r s i n
t h e U n i t e d S t a t e s
,
a b o u t 2 % a r e p o s i t i v e f o r C r y p t o s p o r i d i u m . T h i s e s t im a t i o n s u g g e s t s
t h a t
,
o f t h e a p p r o x im a t e 1 5 m i l l i o n a n n u a l v i s i t s f o r d i a r r h e a l i l l n e s s , 30 0 , 0 0 0 p e o p l e a r e
i n f e c t e d w i t h C r y p t o sp o r i d i u m e a c h y e a r (F a y e r e t a l . , 2 0 0 0 ) .
Se v e r a l p o s s i b l e t r a n s m i s s i o n r o u t e s e x i s t f o r t h i s m i c r o b e : p e r s o n - t o - p e r s o n ,
e i t h e r d i r e c t l y o r i n d i r e c t l y ; a n im a l - t o - a n im a l ; a n i m a l - t o - h u m a n (z o o n o t i c ) ; w a t e r b o m e .
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d ri n k i n g o r r e c r e a t i o n a l ; f o o d b o m e ; a n d p e r h a p s a i r b o r n e . I t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t
c o c k r o a c h e s , h o u s e f l i e s a n d d u n g b e e t l e s c o u l d p l a y a r o l e i n d i s s e m i n a t i n g th e
m i c r o o r g a n i s m (P a y e r e t a l . , 2 0 0 0 ) . P e r s o n - t o - p e r s o n s p r e a d i s a s i g n i fi c a n t r o u t e o f
t r a n sm i s s i o n f o r s e q u e n t i a l i n f e c t i o n s i n f a m i l i e s , d a y - c a r e f a c i l i t i e s a n d h o s p i t a l s . D u e t o
t h e z o o n o t i c t r a n s m i s s i o n o f C r yp t o s p o r i d i u m , a n i m a l f e c a l c o n t a m i n a t i o n o f w a t e r
s u p p l i e s p o s e s a n in c r e a s e d r i s k o f i n f e c t i o n . A l t h o u gh t h e r e h a v e n o t b e e n a n y c o n fi r m e d
c a s e s o f a i r b o r n e t r a n s m i s s i o n i n h u m a n s , t h e r e h a v e b e e n s e v e r a l r e p o r t s o f p u l m o n a r y
s y m p t o m s i n s o m e i n f e c t e d p a t i e n t s (P a y e r e t a l . , 2 0 0 0 ) .
T h e r e h a v e b e e n s e v e r a l w a t e r b o m e o u t b r e a k s o f c r y p t o s p o r o d i o s i s r e p o r t e d i n
t h e U n it e d S t a t e s . T h e fi r s t o c c u r r e d i n 19 84 i n B r a u n St a t i o n , T X . A r a n d o m t e l e p h o n e
s u r v e y o f 1 0 0 o f t h e 1 7 9 1 h o u s e h o l d s i n t h i s c o m m u n i t y r e v e a l e d a n a t t a c k r a t e o f 3 4 % .
A n a r t e s i a n w e l l s e r v e d a s t h e i r w a t e r s o u r c e a n d t h e w a t e r w a s c h l o r i n a t e d w i t h c h l o r i n e
g a s p r i o r t o d i s t r i b u t i o n ; h o w e v e r , fi l t r a t i o n p r a c t i c e s w e r e n o t i n e f f e c t S t o o l s a m p l e
e x a m i n a t i o n s a n d s e r o l o g i c t e s t s i d e n t i fi e d t h e p r e s e n c e o f C r yp t o s p o r i d i u m a s t h e
e t i o l o g i c a g e n t (D
' A n t o n i o e t a l .
,
1 9 8 5 ) . T h e l a r g e s t d o c u m e n t e d o u t b r e a k o f w a t e r b o m e
d i s e a s e i n t h e U n i t e d S t a t e s o c c u r r e d i n 1 9 9 3 i n M i lw a u k e e , W I . D e s p i t e m e e t i n g t h e
s t a n d a r d s s e t b y t h e W i s c o n s i n D e p a r tm e n t o f N a t u r a l R e s o u r c e s , t h e t r e a t e d w a t e r
r e v e a l e d c o n t a m i n a t i o n w i t h C r y p t o s p o r i d i u m du e t o t r e a tm e n t d e fi c i e n c i e s . A ft e r
s u r v e y i n g t h e r e s i d e n t s , i t w a s e s t i m a t e d t h a t 4 0 3 , 0 0 0 p e o p l e w e r e i n fl i c t e d w i t h
c r y p t o s p o r i d i o s i s (M a c K e n z i e e t a l , 1 9 9 4 ) .
C r y p t o sp o r i d i u m i s a p u b l i c h e a l t h t h r e a t n o t o n l y b e c a u s e i t i s r e s i s t a n t t o
t r a d i t i o n a l w a t e r d i s i n f e c t i o n p r a c t i c e s , b u t a l s o b e c a u s e t h e p a t h o g e n i s d i f fi c u l t t o d e t e c t
o r q u a n t i f y i n w a t e r . T y p i c a l l y , e n t e r i c m i c r o b e s h a v e a l o w c o n c e n t r a t i o n i n w a t e r a n d
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d e t e c t i o n m e t h o d s b e g i n w i t h c o n c e n t r a t i o n b y fi h r a t i o n a n d r e c o v e r y , f o l l o w e d b y l i g h t
o r i m m u n o f l u o r e s c e n c e m i c r o s o p y . H o w e v e r , t h e r e c o v e r y e f f i c i e n c y i s u s u a l l y l o w a n d
v a r i a b l e a n d t h e o r i g i n a l c o n c e n t r a t i o n o f t h e m i c r o b e i n t h e c o n t a m i n a t e d w a t e r i s h a r d
t o e s t i m a t e F o r e x a m p l e , i n s e e d e d t a p w a t e r , t h e r e c o v e r y r a t e o f C r y p t o sp o r i d i u m
o o c y s t s u s i n g s t a n d a r d p r o c e du r e s a v e r a g e d o n l y 2 5 3 % (L e C h e v a l l i e r e t a l . , 1 9 9 5 ) .
S e v e r a l f i l t r a t i o n m e th o d s e x i s t f o r r e c o v e r i n g C . p a r v u m o o c y s t s f r o m w a t e r .
F a l k e t a l . ( 1 9 9 8 ) fo u n d t h a t t h e a v e r a g e r e c o v e r y r a t e f o r C p a r v u m o o c y s t s w a s 4 2 . 1%
w i t h m e mb r a n e f i l t r a t i o n . H s u e t a l . (2 0 0 1) e v a l u a t e d b o t h c a r t r i d g e f i l t r a t i o n a n d
m e m b r a n e f i l t r a t i o n m e th o d s . I t w a s d e t e r m i n e d th a t t h e m e m b r a n e f i l t r a t i o n m e t h o d
r e s u l t e d i n h i gh e r C p a r v u m o o c y s t r e c o v e r y t h a n t h e c a r t r i d g e f i l t r a t i o n m e th o d , 9 6 . 4 %
a n d 7 6 . 8% r e s p e c t i v e l y . S i mm o n s e t a l (2 0 0 1) a l s o e v a l u a t e d t h e c o n c e n t r a t i o n a n d
d e t e c t i o n o f C r y p t o sp o r i d i u m o o c y s t s i n s u r f a c e w a t e r s a m p l e s b y E PA
'
s M e t h o d 16 2 2
c o m p a r i n g u l t r a f i l t r a t i o n a n d c a p s u l e f i l t r a t i o n . I n r e a g e n t w a t e r s a m p l e s , t h e c a p s u l e
f i l t e r h a d s l i g h t l y h i g h e r r e c o v e r y r a t e s t h a n t h e u l t r a f i l t e r , 4 6 % a n d 4 2 % r e s p e c t i v e l y .
H o w e v e r , i n s e e d e d s u r f a c e w a t e r s t h e r e c o v e r y e f f i c i e n c i e s w e r e 1 5 % a n d 4 2 % f o r
c a p s u l e f i l t e r s a n d u l t r a f i l t e r s , r e s p e c t i v e l y . T h u s , t h e u l t r a f i l t e r w a s c o m p a t i b l e w i t h
E PA ' s M e t h o d 16 22 f o r t h e c o n c e n t r a t i o n a n d d e t e c t i o n o f C p a r v u m o o c y s t s a n d c a n b e
a s u b s t i t u t e f o r t h e a l r e a d y a pp r o v e d c a p s u l e f i l t e r . K u hn a n d O s h i m a (2 00 1) a l s o
e v a l u a t e d a h o l l o w f i b e r u l t r a f i l t e r f o r t h e c o n c e n t r a t i o n o f C p a r v u m o o c y s t s fr o m
w a t e r I n t h i s s t u d y , i t w a s f o u n d th a t s a n i t i z i n g t h e m e mb r a n e w i t h a 10% s o d i u m
d o d e c y l s u l f a t e s o l u t i o n a n d t h e n b l o c k i n g i t w i t h 5 % f e t a l b o v i n e s e r u m o p t i m i z e d
o o c y s t r e c o v e r y (6 8 - 8 l %o) a n d d e c r e a s e d th e v a r i a t i o n b e t w e e n s a m p l e s .
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A f t e r r e c o v e r y a n d c o n c e n t r a t i o n , o o c y s t s a r e u s u a l l y d e t e c t e d b y m i c r o s c o p i c
e x a m i n a t i o n f a c i l i t a t e d b y s t a i n i n g (w i t h i m m u n o f lu o r e s c e n t a n d/ o r v i a b i l i t y s t a i n s )
I m m u n o f lu o r e s c e n t s t a i n i n g i s t y p i c a l l y u s e d , b u t v i a b i l i t y s t a i n i n g i s d o n e a d d i t i o n a l l y i n
s o m e p r o t o c o l s . T h e p r e s e n c e o f a n i n f e c t i o u s a g e n t a s d e t e c t e d m i c r o s c o p i c a l l y a f t e r
fi l t r a t i o n d o e s n o t i n d i c a t e i t s v i a b i l i t y o r i n f e c t i v i t y (M o e 1 9 9 7 ; S t e i n e r e t a l . , 1 9 9 7 ) .
V i a b i l i t y s t a i n i n g m e th o d s , s u c h a s 4
'
,
6 - d i a m i d i n o - 2 - p h e n y l i n d o l e (D A P I ) a n d p r o p i d i u m
i o d i d e (P I ) , h a v e b e e n d e v e l o p e d b u t d o n o t d e t e r m i n e i n f e c t i v i t y (R o s e e t a l . , 1 9 9 7 ) .
O o c y s t v i a b i l i t y i s a l s o a s s e s s e d t hr o u g h i n v i t r o e x c y s t a t i o n o r a n i m a l i n f e c t i v i t y ;
h o w e v e r e a c h m e t h o d h a s l im i t a t i o n s . F o r e x a m p l e , a l t h o u g h e x c y s t a t i o n c a n b e i n d u c e d
i n t h e l a b o r a t o r y , t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n e x c y s t a t i o n a n d i n f e c t i v i t y i s u n c e r t a i n (R o s e ,
1 9 8 8 ) . O n t h e o t h e r h a n d , a n im a l i n f e c t i v i t y a s s a y s a r e b i o l o g i c a l l y r e l e v a n t m e a s u r e s o f
r i s k
,
b u t t h e y a r e c o s t l y a n d t im e - c o n s u m i n g .
I n a s t u d y c o m p a r i n g i n v i t r o a n d i n v i v o a s s a y s f o r C p a r v u m o o c y s t v i a b i l i t y
a f t e r c h e m i c a l d i s i n f e c t i o n
.
B l a c k e t a l . ( 1 9 9 6 ) d e t e r m i n e d t h a t v i t a l d y e a n d e x c y s t a t i o n
m e t h o d s w e r e u n r e l i a b l e w h e n c o m p a r e d t o a n im a l i n f e c t i v i t y . W h i l e e x c y s t a t i o n a n d
D A P I / P I r e s u l t s w e r e s i m i l a r
,
t h e y b o th o v e r e s t im a t e d t h e v i a b i l i t y o f C p a r v u m o o c y s t s
c o m p a r e d t o a n im a l i n f e c t i v i t y d a t a . I n a n o t h e r a n a l y s i s o f t h e c o m p a r i s o n o f C . p a r v u m
v i a b i l i t y a n d i n f e c t i v i t y a s s a y s , i t w a s f o u n d t h a t e x c y s t a t i o n , D A P I / P I , SY T O - 9 a n d
S Y T O - 5 9 d y e - b a s e d a s s a y s o v e r e s t i m a t e d o o c y s t v i a b i l i t y w h e n c o m p a r e d t o n e o n a t a l
m o u s e i n f e c t i v i t y a s s a y s a ft e r o z o n a t i o n t r e a t m e n t (B u k h a ri e t a l . , 2 0 0 0 ) .
I n v i v o t e c h n i q u e s m e a s u r e t h e p o t e n t i a l o f o o c y s t s t o c o m p l e t e t h e i r l i f e c y c l e
w i t h i n a h o s t . O n t h e o t h e r h a n d
,
D A P I / P I s t a i n i n g m e a s u r e s t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f
m e t a b o l i c a c t i v i t y a n d e x c y s t a t i o n a t t e m p t s t o s t im u l a t e a b i o c h e m i c a l r e a c t i o n r e s u l t i n g
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i n t h e s p o r o z o i t e s e m e r g i n g fr o m t h e o o c y s t . W h i l e m e t a b o H c a c t i v i t y o r e x c y s t a t i o n m a y
b e d e t e c t e d
,
t h i s i s n o t a n i n d i c a t i o n o f p o t e n t i a l i n f e c t i o n i n a h o s t a n d m a y r e s u l t i n a n
o v e r e s t im a t i o n o f v i a b i l i t y a s s u p p o r t e d b y th e s e fi n d i n g s . T h u s , t h e fi n d i n g s o f t h e s e
s t u d i e s c h a l l e n g e t h e v a l i d i t y o f t h e r e s u l t s o f c h e m i c a l d i s i n f e c t i o n s t u d i e s b a s e d o n v i t a l
d y e a n d e x c y s t a t i o n m e t h o d s (B l a c k e t a l . , 1 9 9 6 ) .
A n a l t e r n a t i v e b i o a s s a y i s c e l l c u l t u r e i n f e c t i v i t y , w h i c h i s s im i l a r t o t h e i n v i v o
a n i m a l m o d e l a n d i s m o r e e c o n o m i c a l a n d t im e e f fi c i e n t (S l i f k o e t a l . , 1 9 9 7 ) . H u f fi n a n e t
a l . (2 0 0 0 ) u s e d b o th c e l l c u l t u r e i n f e c t i v i t y a n d a n im a l i n f e c t i v i t y t o e v a l u a t e a p o i n t - o f -
u s e p u l s e d l i g h t d e v i c e a n d t h e i n v i v o m o d e l s w e r e e q u i v a l e n t i n d e t e r m i n i n g C p a r v u m
o o c y s t i n f e c t i v i t y . S h i n e t a l . (2 0 0 1 ) a l s o c o m p a r e d m o u s e a n d c e l l c u l t u r e i n f e c t i v i t y
a s s a y s i n l o w - p r e s s u r e (m e r c u r y l a m p ) u l t r a v i o l e t l i g h t d i s i n f e c t i o n s t u d i e s a n d fo u n d
s i m i l a r l e v e l s o f s e n s i t i v i t y b e t w e e n t h e t w o m e t h o d s . F u r t h e r m o r e , i t w a s c o n c l u d e d t h a t
g r e a t e r a n a l y t i c a l p r e c i s i o n w a s o b t a i n e d w i th th e c e l l c u l t u r e a s s a y s .
A . 4 . C r y p t o s p o r i d i o s i s i n H u m a n s
T h e fi r s t c a s e o f c r y p t o s p o r i d i o s i s i n h u m a n s w a s r e p o r t e d i n 1 9 7 6 w h e n a 3 - y e a r
o l d g i r l i n T e rm e s s e e w a s d i a g n o s e d w i t h s e v e r e a c u t e s e l f - l i m i t e d e n t e r o c o l i t i s . U p o n
fi i r t h e r i n v e s t i g a t i o n o f a r e c t a l b i o p s y b y l i gh t a n d e l e c t r o n m i c r o s c o p y , i t w a s s u g g e s t e d
t h a t t h e c a u s a t i v e a g e n t w a s t h e p r o t o z o a n p a r a s i t e C r y p t o sp o r i d i u m . H o w e v e r , t h e
s o u r c e o f t h e i n f e c t i o n a n d m e t h o d o f t r a n s m i s s i o n w e r e u n i d e n t i fi a b l e (N im e e t a l . ,
1 9 7 6 ) . A s e c o n d c a s e w a s r e p o r t e d i n t h e s a m e y e a r a f t e r j e j u n a l a n d i l e a l b i o p s i e s o f a
3 9 - y e a r o l d , i m m u n o s u p p r e s s e d m a n r e v e a l e d s e v e r e m u c o s a l i n j u r y a n d o r g a n i s m s
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t y p i c a l o f t h e C r y p t o s p o r i d i u m s p e c i e s (M e i s e l e t a l . , 1 9 7 6) . P r i o r t o t h e s e fi n d i n g s ,
C r y p t o sp o r i d i u m w a s t h o u gh t t o b e a c o m m e n s a l o r g a n i s m a n d n o t p a t h o g e n i c t o
h u m a n s .
O n c e a C p a r v u m o o c y s t i s i n g e s t e d , t h e i n c u b a t i o n p e r i o d o f i n f e c t i o n r a n g e s
f r o m 2 t o 1 0 d a y s , w i t h a n a v e r a g e o f 7 d a y s . S y m p t o m s o f c r y p t o s p o r i d i o s i s i n
i mm u n o c o m p e t e n t i n d i v i d u a l s i n c l u d e m i l d t o p r o fu s e d i a r r h e a (r e s u l t i n g i n d e h y d r a t i o n
a n d w e i g h t l o s s ) , a b d o m i n a l c r a m p i n g , m i l d f e v e r , n a u s e a , v o m i t i n g , h e a d a c h e , f a t i g u e
a n d a n o r e x i a . W h i l e t h e s y m p t o m s u s u a l l y p e r s i s t f o r 1 t o 2 w e e k s i n i m m u n o c o m p e t e n t
p e o p l e , o o c y s t e x c r e t i o n c o n t in u e s f o r 1 t o 4 w e e k s (o r l o n g e r ) a f t e r s ym p t o m s h a v e
r e s o l v e d . T h e c l i n i c a l s i g n s i n t h e i m m u n o c o m p r o m i s e d a r e s im i l a r t o t h o s e o f
im m u n o c o m p e t e n t h o s t s b u t a r e m o r e s e v e r e a n d s o m e t im e s f a t a l . T h i s i n c l u d e s d i a r r h e a
m a r k e d b y s t o o l v o l u m e s g r e a t e r t h a n 6 l i t e r s p e r d a y (A r r o w o o d , 1 9 9 7 ) . F u r t h e r m o r e ,
i n t e s t i n a l i n f e c t i o n s
,
o r i g i n a t i n g i n t h e s m a l l i n t e s t i n e , h a v e t h e p o t e n t i a l t o s p r e a d t o
e x t r a i n t e s t i n a l o r g a n s a n d t i s s u e s , i n c l u d i n g t h e l u n g s , m i d d l e e a r , a n d b i l i a r y t r a c t (C l a r k ,
1 9 9 9 ) .
A n o t h e r c o n c e r n r e g a r d i n g c r y p t o s p o r i d i o s i s i s p e r s o n - t o - p e r s o n t r a n s m i s s i o n
T h i s t r a n sm i s s i o n r o u t e w a s d o c u m e n t e d i n 1 9 8 4 w h e n a m a r r o w t r a n s p l a n t r e c i p i e n t
b e c a m e i l l w i t h c r y p t o s p o r i d i o s i s a f t e r h e r i n f a n t b o y s w e r e d i a g n o s e d w i t h t h e d i a r r h e a l
i l l n e s s . T h e m e c h a n i s m f o r f e c a l e x p o s u r e w a s l i k e l y t h r o u gh t h e c h i l d - c a r e a c t i v i t i e s s h e
e n g a g e d i n , s u c h a s c h a n g i n g d i a p e r s (C o l l i e r e t a l . , 1 9 8 4 ) . A n o t h e r c a s e o f p e r s o n - t o -
p e r s o n t r a n s m i s s i o n w a s r e p o r t e d i n a h o s p i t a l e n v ir o n m e n t . I n t h i s i n s t a n c e , a n i n t e r n
t h a t c a r e d f o r a p a t i e n t w i t h c h r o n i c c r y p t o s p o r i d i o s i s d e v e l o p e d a c u t e d i a r r h e a a n d
s e r o l o g i c e v i d e n c e o f a n i n f e c t i o n w i t h C r y p t o s p o r i d i u m . A f t e r i n t e r v i e w i n g a n d t e s t i n g
2 9
o th e r h o s p i t a l p e r s o n n e l e x p o s e d t o t h e p a t i e n t , p o s i t i v e a n t i b o d y t i t e r s f o r
C r y p t o s p o ri d i u m w e r e d e t e c t e d i n h o s p i t a l w o r k e r s w h o h a d d i r e c t c o n t a c t w i t h t h e
p a t i e n t
'
s f e c e s . B y c o n t r a s t , t h e p a t i e n t
'
s a t t e n d i n g p h y s i c i a n s a n d r e s p i r a t o r y t h e r a p i s t s ,
w h o d i d n o t h a v e s i g n i f i c a n t e x p o s u r e t o t h e p a t i e n t
'
s f e c e s
,
h a d n o d e t e c t a b l e a n t ib o d y
(K o c h e t a l . , 1 9 8 5 ) .
T h e n u m e r o u s t r a n s m i s s i o n r o u t e s
,
i n c l u d i n g z o o n o s e s a n d p e r s o n - t o - p e r s o n
s p r e a d , o f C r yp t o s p o ri d i u m h a v e s p a r k e d a n i n t e r e s t i n u n d e r s t a n d i n g m o r e a b o u t t h e
r i s k s t o h u m a n h e a l t h p o s e d b y th i s a g e n t . I n o r d e r t o b e t t e r u n d e r s t a n d t h e r i s k o f
i n f e c t i o n s w i t h C p a r v u m , a s t u d y w a s c o n d u c t e d t o d e t e r m i n e t h e i n f e c t i o u s d o s e i n
h e a l t h y v o l u n t e e r s . U s i n g l i n e a r r e g r e s s i o n a n a l y s i s , t h e m e d i a n i n f e c t i v e d o s e ( I D 50 ) w a s
13 2 o o c y s t s ; h o w e v e r , i n f e c t i o n w a s p r e s e n t i n o n e p e r s o n w h o c o n s u m e d a s f e w a s 3 0
o o c y s t s (D u P o n t e t a l . , 1 9 9 5 ) . I n a s t u d y t h a t f o l l o w e d o n e y e a r l a t e r , e x p e r im e n t e r s
i n v e s t i g a t e d i f a s u b s e q u e n t e x p o s u r e t o C p a r v u m o f h e a l t h y a du l t s , i n i t i a l l y
s e r o n e g a t i v e , w o u l d p r o t e c t a g a i n s t c l i n i c a l i l l n e s s . T h e r e s u lt s d i d n o t s u p p o r t t h i s
h yp o t h e s i s e v e n t h o u g h t h e i n c i d e n c e , o n s e t a n d d u r a t i o n o f c l i n i c a l i l l n e s s w e r e s im i l a r
i n b o t h e x p o s u r e s . H o w e v e r , f i n d i n g s d i d r e v e a l a d e c r e a s e i n t h e s e v e r i t y o f d i s e a s e a n d
t h e i n t e n s i t y o f i n f e c t i o n (O k h u y s e n e t a l . , 1 9 9 8 ) . I n a r e c e n t s t u d y , O k h u y s e n e t a l .
( 19 9 9 ) f o u n d t h a t t hr e e C p a r v u m i s o l a t e s o f t h e C g e n o t y p e , w h i c h i s a s s o c i a t e d w i t h
i n f e c t i o n i n c a l v e s a n d h u m a n s
,
d i f f e r e d i n t h e i r i n f e c t i v i t y fo r h u m a n s . T h e I D 5 0 f o r t h e
I o w a , U C P a n d T A MU s t r a i n s w e r e 8 7 , 1 0 4 2 a n d 9 o o c y s t s , r e s p e c t i v e l y . T h u s ,
d e p e n d i n g o n t h e C . p a r v u m i s o l a t e , i n f e c t i o n c a n o c c u r a t e x t r e m e l y l o w d o s e s .
T h e l a c k o f a s u f f i c i e n t t r e a t m e n t f o r t h e a c u t e
,
s e l f - l i m i t i n g i l l n e s s c a u s e d b y C .
p a r v u m h a s n o t p o s e d a t h r e a t f o r t h e i m m u n o c o m p e t e n t p o p u l a t i o n , i n w h i c h th e d i s e a s e
3 0
t y p i c a l l y r e s o l v e s s p o n t a n e o u s l y . H o w e v e r , t h e r e i s s t i l l a n e e d t o fi n d a n a d e q u a t e
t r e a t m e n t t o a l l e v i a t e t h e p o t e n t i a l c o n s e q u e n c e s f o r t h o s e w h o a r e m o s t s u s c e p t i b l e .
T h e r e i s i n c o n c l u s i v e e v i d e n c e t h a t s p i r a m y c i n t h e r a p y i s e f f e c t i v e i n r e s o l v i n g o r
a l l e v i a t i n g s ym p t o m s f o r c r y p t o s p o r i d i o s i s . I n o n e i n v e s t i g a t i o n i n v o l v i n g 10
im m u n o c o m p r o m i s e d p a t i e n t s i n fl i c t e d w i t h c r y p t o s p o r i d i o s i s , t r e a tm e n t w i t h s p i r a m y c i n
f o r o n e w e e k p r o v e d b e n e fi c i a l (P o r t n o y e t a l . , 19 8 4 ) . A f t e r t r e a t m e n t , fi v e p a t i e n t s n o
l o n g e r s u f f e r e d f r o m d i a r r h e a , f o u r s u b j e c t s h a d s y m p t o m a t i c im p r o v e m e n t w h i l e t h e
t e n t h p a t i e n t g r a d u a l l y r e s p o n d e d t o t h e d r u g a f t e r 3 0 d a y s . A f a v o r a b l e r e s p o n s e t o
s p i r a m y c i n w a s a l s o r e p o r t e d i n a s u b s e q u e n t s t u dy i n im m u n o c o m p r o m i s e d p a t i e n t s
s u f f e r i n g fi
-
o m c r y p t o s p o r i d i a l d i a r r h e a (M o s k o v i t z e t a l . , 1 9 8 8 ) . M o s t p a t i e n t s
e x p e r i e n c e d a d e c r e a s e i n t h e s e v e r i t y o f t h e i r d i a r r h e a a n d a p o r t i o n o f t h e s e i n d i v i d u a l s
s h o w e d c o m p l e t e e r a d i c a t i o n o f C . p a r v u m o o c y s t s fi
-
o m t h e i r f e c a l m a t t e r . Sp i r a m y c i n
t h e r a p y a l s o p r o v e d b e n e f i c i a l f o r a h e a l t h y p a t i e n t w h o w a s d i a gn o s e d w i t h p r o l o n g e d
s y m p t o m a t i c c r y p t o s p o r i d i o s i s (F a f a r d a n d L a l o n d e , 19 90 ) .
H o w e v e r
,
a s t u d y i n i n f a n t s s u f f e r i n g fr o m c r y p t o s p o r i d i o s i s d i d n o t s u p p o r t t h e
i n i t i a l fi n d i n g s . I n a d o u b l e - b l i n d , r a n d o m i z e d t r i a l c o n du c t e d i n S o u t h A f r i c a , r e s u lt s
r e v e a l e d t h a t t h e r e w a s n o d i f f e r e n c e i n o u t c o m e b e t w e e n t h e g r o u p r e c e i v i n g s p i r a m y c i n
a n d th e p l a c e b o g r o u p (W i t t e n b e r g e t a l , 1 9 8 9 ) . I n a n o t h e r d o u b l e - b l i n d t r i a l ,
p a r o m o m y c i n , a r e l a t e d a n t i b i o t i c , a c h i e v e d s i g n i f i c a n t c l i n i c a l a n d p a r a s i t o l o g i c a l
i m p r o v e m e n t s i n A I D S p a t i e n t s w i t h c r y p t o s p o r i d i o s i s (W h i t e e t a l , 1 9 9 4 ) . T h u s , m o r e
s t u d i e s m u s t b e c o n d u c t e d t o d e t e r m i n e t h e e f fi c a c y o f s p i r a m y c i n a n d p a r o m o m y c i n
t r e a tm e n t o n c r y p t o s p o r i d i o s i s a n d a s c e r t a i n t h e p r o p e r d o s e a n d l e n gt h o f t r e a tm e n t t o
m a x i m i z e i t s e f f e c t i v e n e s s .
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A . 5 . E x p e ri m e n t a l C o n t r o l i n D ri n k i n g W a t e r a n d i n D i s i n f e c t i o n (P h y s i c a l a n d C h e m i c a l
M e th o d s )
T h e a b i l i t y o f C r y p t o sp o r i d i u m t o s u r v i v e a d v e r s e e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s f o r
l o n g p e ri o d s o f t im e h a s p r e s e n t e d m a n y c h a l l e n g e s t o fi n d i n g e f f e c t i v e m e t h o d s o f
i n a c t i v a t i o n i n w a t e r a n d o t h e r m e d i a B o th p h y s i c a l a n d c h e m i c a l i n a c t i v a t i o n m e t h o d s
h a v e r e c e i v e d a t t e n t i o n . T h e f o r m e r c a t e g o r y i n c l u d e s e x p o s i n g t h e o o c y s t s t o
t e m p e r a t u r e e x t r e m e s , u l t r a v i o l e t (U V ) l i g h t o r p u l s e d l i g h t , h i g h p r e s s u r e s a n d
m e c h a n i c a l f o r c e s . T h e v a ri o u s c h e m i c a l d i s i n f e c t a n t s e m p l o y e d i n c l u d e c h l o r i n e ,
c h l o ri n e d i o x i d e
,
m o n o c h l o r a m i n e a n d o z o n e . N u m e r o u s p a r a m e t e r s a r e im p o r t a n t i n
i n fl u e n c i n g m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n b y d i s i n f e c t i o n p r o c e s s e s , s u c h a s t e m p e r a t u r e , p H ,
w a t e r q u a l i t y , m i c r o b e c o n c e n t r a t i o n , d o s e o f d i s i n f e c t a n t , a n d l e n g t h o f e x p o s u r e .
W h i l e h e a t i n g a n d f r e e z i n g h a v e b e e n e f f e c t i v e a t i n a c t i v a t i n g C p a r v u m o o c y s t
i n f e c t i v i t y , t h e c ri t i c a l f a c t o r s a r e t h e d e g r e e o f t e m p e r a t u r e a n d t h e e x p o s u r e t im e . O n e
s t u d y r e v e a l e d t h a t o o c y s t s e x p o s e d t o t e m p e r a t u r e s a t o r a b o v e 6 4 . 2
° C f o r 5 m i n u t e s a n d
7 2 4
°
C f o r 1 m i n u t e r e s u l t e d i n t h e l o s s o f i n f e c t i v i t y (P a y e r e t a l . , 1 9 9 7 ) . O n t h e o t h e r
h a n d
,
f r e e z i n g o o c y s t s a t o r a b o v e
- l O
^
C f o r e x t e n d e d p e r i o d s d i d n o t r e s u l t i n
i n a c t i v a t i o n . H o w e v e r
, p r o l o n g i n g e x p o s u r e t o t h e c o l d (- 2 0
°
C f o r 2 4 h o u r s o r - 1 5
°
C fo r
1 6 8 h o u r s ) r e n d e r e d t h e o o c y s t s n o n i n f e c t i o u s , a s d i d d e c r e a s i n g t h e t e m p e r a t u r e t o
- 7 0
°
C f o r 1 h o u r (P a y e r a n d N e r a d , 1 9 9 6 ) .
A d i s i n f e c t i o n t e c h n i q u e n o w b e i n g e x p l o r e d b y m a n y r e s e a r c h e r s i n t h e d ri n k i n g
w a t e r fi e l d i s U V i r r a d i a t i o n . T h i s m e t h o d o f t r e a t m e n t h a s b e e n s h o w n t o i n a c t i v a t e C .
p a r v u m o o c y s t i n f e c t i v i t y a t v e r y l o w d o s e s . U V l a m p s a r e d i v i d e d i n t o tw o g e n e r a l
c l a s s e s : c o n t i n u o u s - w a v e e m i s s i o n
,
w h i c h i n c l u d e s l o w a n d m e d i u m - p r e s s u r e m e r c u r y
l a m p s , a n d p u l s e d e m i s s i o n (M o fi d i e t a l . , 2 0 0 1 ) . C o n t i n u o u s - w a v e l o w - p r e s s u r e l a m p s
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p r o d u c e m o n o c h r o m a t i c r a d i a t i o n w i t h a p e a k e m i s s i o n o f m o n o c h r o m a t i c l i g h t a t 2 5 3 7
ra n . M e d i u m - p r e s s u r e l a m p s e m i t l i g h t a c r o s s a w i d e r (p o l y c h r o m a t i c ) s p e c t r u m f r o m
a p p r o x i m a t e l y 1 8 5 t o > 3 0 0 n m . C o n v e r s e l y , p u l s e d U V l a m p s p r o d u c e h i g h
- i n t e n s i t y
l i gh t p u l s e s (3 0 p u l s e s / s e c ) f r o m a x e n o n - g a s f la s h l a m p a t w a v e l e n g t h s s p a n n i n g 1 8 5 t o >
8 0 0 n m .
L o r e n z o - L o r e n z o e t a l ( 1 9 9 3 ) e x p o s e d C r yp t o sp o r i d i u m i n s t e r i l e , d e m i n e r a l i z e d
w a t e r t o U V l i gh t a t 1 5 , 0 0 0 m W / s e c f o r 1 5 0 m i n u t e s , w h i c h r e s u l t e d i n n o i n f e c t i o n f o r
C D - I n e o n a t a l m i c e . I n a n o t h e r s t u d y , C r a i k e t a l . (2 0 0 0 ) a s s e s s e d t h e i n a c t i v a t i o n o f
C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m o o c y s t s u s i n g m e d i u m a n d l o w - p r e s s u r e u l t r a v i o l e t r a d i a t i o n .
T h e a n im a l i n f e c t i v i t y a s s a y r e v e a l e d a 3 l o g i o r e d u c t i o n i n i n a c t i v a t i o n o f o o c y s t s a t
g e r m i c i d a l U V d o s e s g r e a t e r t h a n a p p r o x im a t e l y 2 5 m J /c m fo r m e d i u m - p r e s s u r e , a s w e l l
a s c o n v e n t i o n a l l o w - p r e s s u r e , l a m p s . F u r t h e r m o r e , i t w a s f o u n d th a t w a t e r t y p e ,
t e m p e r a t u r e , c o n c e n t r a t i o n o f o o c y s t s i n t h e s u s p e n s i o n , a n d t h e U V i r r a d i a n c e d i d n o t
h a v e s i g n i f i c a n t im p a c t s o n t h e i n a c t i v a t i o n o f t h e o o c y s t s .
L i k e w i s e
,
C l a n c y e t a l . ( 1 9 9 8 ) , f o u n d i n a c t i v a t i o n o f C r y p t o s p o r i d i u m o o c y s t s
e x p o s e d t o U V l i g h t . I n t h i s e x p e r i m e n t , t h r e e s o u r c e s o f U V l i g h t w e r e t e s t e d : p u l s e d
U V
, a d v a n c e d U V , a n d c o n v e n t i o n a l U V . T h e s e r e s e a r c h e r s u s e d i n v i t r o a s s a y s ,
i n c l u d i n g v i t a l d y e s , e x c y s t a t i o n , a n d n u c l e i c a c i d s t a in s , a s w e l l a s i n v i v o a n im a l
i n f e c t i v i t y a s s a y s . W i th th e p u l s e d U V s y s t e m , t h e i n a c t i v a t i o n o f o o c y s t s w a s 2 . 4 l o g i o
b a s e d o n t h e a v e r a g e o f t h e i n v i t r o a s s a y s U n f o r t u n a t e l y , t h e e x t e n t o f i n a c t i v a t i o n b a s e d
o n t h e a n im a l i n f e c t i v i t y a s s a y w a s i n c o n c l u s i v e b e c a u s e t h e c o n t r o l s s h o w e d s o m e
r e d u c t i o n i n i n f e c t i v i t y . I n c o m p a r i s o n , t h e a d v a n c e d U V s y s t e m a c h i e v e d > 4 . 0 l o g i o
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r e d u c t i o n i n i n f e c t i v i t y a c c o r d i n g t o t h e a n i m a l a s s a y s . W i t h t h e c o n v e n t i o n a l U V
t r e a tm e n t , t h e i n v i t r o a s s a y s d i d n o t r e v e a l a r e d u c t i o n i n v i a b i l i t y o f t h e o o c y s t s .
Sh i n e t a l . (2 0 0 1 ) s t u di e d t h e i n a c t i v a t i o n o f C p a r v u m o o c y s t s b y
m o n o c h r o m a t i c , l o w - p r e s s u r e m e r c u r y v a p o r l am p U V r a d i a t i o n . I n p h o s p h a t e
- b u f f e r e d




a d o s e o f 3 m J / c m
^
a c h i e v e d ~ 3 l o g i o r e d u c t i o n i n i n f e c t i v i t y
d e t e r m i n e d b y a c e l l c u l t u r e a s s a y E x p e r i m e n t s w e r e a l s o c o n d u c t e d t o e v a l u a t e t h e
p o t e n t i a l f o r t h e o o c y s t s t o r e p a i r t h e i r U V - d a m a g e d D N A . A t U V d o s e s o f 1 . 2 a n d 3
m J / c m
^
, t h e C . p a r v u m o o c y s t i n f e c t i v i t y w a s n o t r e s t o r e d u p o n e x p o s u r e t o l i g h t o r d a r k
r e p a i r c o n d i t i o n s . T h u s , t h e r e w a s n o e v i d e n c e o f e i t h e r l i g h t o r d a r k r e p a i r o f D N A
d a m a g e c a u s e d b y l o w - p r e s s u r e U V i r r a d i a t i o n o f t h e o o c y s t s . M o f i d i e t a l . (2 0 0 1 ) a l s o
e x a m i n e d t h e g e r m i c i d a l e f f e c t i v e n e s s o f b o t h p u l s e d a n d m e d i u m - p r e s s u r e U V l i g h t
a g a i n s t C p a r v u m o o c y s t s . I t w a s o b s e r v e d t h a t d o s e s o f ~ 1 0 m J / c m a n d ~ 9 m J / c m
a c h i e v e d ~ 3 l o g i o r e d u c t i o n o f C . p a r v u m i n f e c t i v i t y f o r t h e p u l s e d - U V a n d m e d i u m -
p r e s s u r e U V s y s t e m s , r e s p e c t i v e l y . T h e s e r e s u l t s w e r e d e t e r m i n e d b y r e v e r s e -
t r a n s c r i p t a s e - p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n a m p l i fi c a t i o n b y e x t r a c t i n g C . p a r v u m
r i b o n u c l e i c a c i d f r o m h u m a n i l e o c e c a l c a r c i n o m a c e l l s i n f e c t e d w i t h t h e o o c y s t s .
A b b a s z a d e g a n e t a l . ( 19 9 7 ) t e s t e d a p o i n t - o f - u s e w a t e r t r e a tm e n t s y s t e m f o r t h e
i n a c t i v a t i o n o f s e v e r a l m i c r o b e s
,
i n c l u d i n g C r y p t o s p o r i d i u m . I n t h i s s e t - u p , a n a c t i v a t e d
p r e s s e d c a r b o n b l o c k fi l t e r w a s f o l l o w e d b y a U V l i gh t r e a c t o r . T h e s o u r c e o f U V l i g h t
w a s a l o w - p r e s s u r e m e r c u r y v a p o r l a m p . I n o r d e r t o s im u l a t e t h e w o r s t - c a s e s c e n a r i o , t h e
U V i n t e n s i t y w a s r e d u c e d t o 7 0 % o f t h e n o r m a l o u t p u t . A l s o , in t h e w o r s t - c a s e c h a l l e n g e
w a t e r , 1 0 0 a n d 15 0% o f t h e u n i t
'
s w a t e r t r e a t m e n t c a p a c i t y w a s t e s t e d w i t h
d e c h l o r i n a t e d
,
h i g h t u r b i d i t y w a t e r s p i k e d t o 3 0 N T U w i th d u s t . I n t h i s a n a l y s i s , t h e
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p o i n t - o f - u s e w a t e r t r e a tm e n t s y s t e m r e d u c e d C . p a r v u m o o c y s t s b y > 3 l o g i o i n b o t h
g e n e r a l a n d w o r s t - c a s e t r i a l s , b a s e d o n a n im m u o f l u o r e s c e n c e a s s a y .
A n o t h e r p h y s i c a l m e t h o d o f i n a c t i v a t i o n e f f e c t i v e a t r e n d e r i n g C . p a r v u m
n o n i n f e c t i o u s i s p u l s e d l i g h t . H u f f m a n e t a l . (2 0 0 0 ) e x a m i n e d a p o i n t - o f - u s e d e v i c e
u t i l i z i n g p u l s e d b r o a d - s p e c t r u m w h i t e l i g h t , t h e P u r e B r i g h t . T h i s d e v i c e w a s a b l e t o
i n a c t i v a t e C . p a r v u m b y > 4 l o g i o b a s e d o n c e l l c u l t u r e a n d a n i m a l i n f e c t i v i t y a s s a y s i n
t w o t e s t w a t e r s T h e a v e r a g e c a s e w a t e r w a s d e c h l o r i n a t e d t a p w a t e r a n d t h e w o r s t c a s e
w a t e r w a s d e c h l o ri n a t e d t a p w a t e r s p i k e d w i t h d u s t , s e a s a l t s a n d h u m i c a c i d r e s u l t i n g i n
a t u r b i d i t y o f 1 0 N T U , a t o t a l d i s s o l v e d s o l i d s c o n c e n t r a t i o n o f 5 0 0 m g / L , a n d a t o t a l
o r g a n i c c a r b o n c o n c e n t r a t i o n o f 2 . 5 t o 3 . 0 m g / L .
P h y s i c a l m e a s u r e s s u c h a s h i g h p r e s s u r e s a n d m e c h a n i c a l f o r c e s c a n a l s o
i n a c t i v a t e C p a r v u m o o c y s t s . Sl i f k o e t a l (2 0 0 0 ) r e p o r t e d t h a t t h e e f f e c t s o f h i g h
h y d r o s t a t i c p r e s s u r e a t 5 . 5 x 10
^
P a o n C p a r v u m o o c y s t s s u s p e n d e d i n a p p l e a n d o r a n g e
j u i c e i n a c t i v a t e d t h e m b y a t l e a s t 3 . 4 l o g i o a f t e r 3 0 s e c o n d s o f t r e a tm e n t . P a r k e r a n d
Sm i t h ( 19 9 3 ) f o u n d t h a t s h a k i n g o o c y s t s w i t h s a n d f o r 5 m i n u t e s , 9 0 m i n u t e s a n d 2 h o u r s
r e n d e r e d t h e m n o n v i a b l e a t 5 0
,
9 9 . 7 a n d 10 0%
,
r e s p e c t i v e l y , b a s e d o n D A P I / P I s t a i n i n g .
F u r t h e r m o r e
,
a f t e r a g i t a t i n g C p a r v u m o o c y s t s w i t h s a n d f o r 5 m i n u t e s a n d s u b s e q u e n t l y
e x p o s i n g th e m t o c h l o r i n e f o r 5 m i n u t e s , t h e n u m b e r o f n o n v i a b l e o o c y s t s i n c r e a s e d t o
6 8 0 2 % .
Ch e m i c a l
,
a s w e l l a s p h y s i c a l , d i s i n f e c t i o n h a s b e e n s t u d i e d e x t e n s i v e l y t o
i d e n t i fy t h e o p t im a l d i s i n f e c t a n t a n d o p e r a t i n g c o n d i t i o n s f o r i n a c t i v a t i o n o f
C r y p t o s p o r i d i u m o o c y s t s . C a m p b e l l e t a l . ( 19 8 2 ) t e s t e d t h e e f f e c t o f s e v e n d i s i n f e c t a n t s
a ft e r e x p o s u r e t im e s o f 2 a n d 1 8 h o u r s b y l i g h t m i c r o s c o p y a n d a n im a l i n f e c t i v i t y . I t w a s
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d i s c o v e r e d th a t o u t o f t h e d i s i n f e c t a n t s e x a m i n e d
,
o n l y 1 0 % f o r m o l s a l i n e a n d 5 %
a m m o n i a c o m p l e t e l y e l i m i n a t e d o o c y s t v i a b i l i t y a t t h e 1 8 - h o u r t i m e p o i n t . F u r t h e r m o r e ,
P a y e r e t a l . ( 1 9 9 5 ) c o n d u c t e d a s t u d y e x p o s i n g C p a r v u m o o c y s t s t o 5 2 5 , 2 . 6 3 o r 1 . 3 1%
a q u e o u s s o d i u m h yp o c h l o r i t e f o r 1 0 , 30 , 6 0 o r 12 0 m i n u t e s a t 2 1
° C . W h e n t r e a t e d
s a m p l e s w e r e d o s e d i n t o n e o n a t a l B A L B / c m i c e a t 1 . 5 x 1 0
^
o o c y s t s / m o u s e , m i c r o s c o p i c
e v a l u a t i o n o f i n t e s t i n a l s a m p l e s r e v e a l e d C p a r v u m i n a l l o f t h e m i c e .
G a s e o u s d i s i n f e c t i o n o f C p a r v u m w a s a l s o e x p l o r e d b y P a y e r e t a l . ( 19 96 ) . T h e
t e s t g a s e s i n c l u d e d a m m o n i a , c a r b o n m o n o x i d e , e t h y l e n e o x i d e , f o r m a l d e h y d e , a n d
m e t h y l b r o m i d e i n a s a t u r a t e d a tm o s p h e r e . T h e a n i m a l i n f e c t i v i t y d a t a i n d i c a t e d t h a t
c a r b o n m o n o x i d e w a s n o t a s u i t a b l e d i s i n f e c t a n t
,
a s n u m e r o u s d e v e l o p m e n t a l s t a g e s o f
t h e m i c r o b e w e r e pr o d u c e d . P o rm a l d e h y d e e x p o s u r e w a s a l s o n o t t o t a l l y e f f e c t i v e a t
i n a c t i v a t i n g C p a r v u m . H o w e v e r , m i c e e x p o s e d t o a mm o n i a , e t h y l e n e o x i d e , o r m e t h y l
b r o m i d e w e r e w i t h o u t s t a g e s o f C r y p t o sp o r i d i u m d e v e l o p m e n t . A l t h o u g h th e u s e o f
g a s e o u s d i s i n f e c t i o n w i t h t h e s e c h e m i c a l s d o e s n o t p e r t a i n t o w a t e r , t h i s k n o w l e d g e w i l l
h e l p i n t h e d i s i n f e c t i o n o f c o n t am i n a t e d f o m i t e s .
T o c o m p a r e v a ri o u s d ri n k i n g w a t e r d i s i n f e c t a n t s f o r a g i v e n m i c r o b e a n d s e t o f
c o n d i t i o n s
,
t h e c o n c e p t o f c o n c e n t r a t i o n - c o n t a c t t im e (C T ), i n m g * m i n / L , h a s b e e n
e s t a b l i s h e d (U SE PA , 1 9 9 9 a ) . Th e C T i s d e fi n e d a s t h e p r o d u c t o f t h e r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t
c o n c e n t r a t i o n i n m g / L (d e t e r m i n e d b e f o r e o r a t t h e fi r s t c u s t o m e r ) a n d t h e c o n t a c t t im e i n
m i n u t e s . F o r e x a m p l e , a C T 9 9 i s t h e c o n c e n t r a t i o n - c o n t a c t t im e n e e d e d t o a c h i e v e a 9 9%
r e du c t i o n o f t h e m i c r o b e K o ri c h e t a l . ( 19 9 0 ) i n v e s t i g a t e d th e e f f e c t s o f o z o n e , c h l o ri n e
d i o x i d e
,





I n t h e s e e x p e ri m e n t s e x c y s t a t i o n d a t a c o r r e s p o n d e d w e l l w i t h m o u s e i n f e c t i v i t y . A
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d o s e o f 1 p p m o z o n e a f t e r 5 m i n u t e s o f e x p o s u r e p r o d u c e d a 9 0 t o 9 9 % r e d u c t i o n i n
i n f e c t i v i t y . C h l o ri n e d i o x i d e a t 1 . 3 p p m a ft e r 6 0 m i n u t e s r e s u l t e d i n 9 0 % i n a c t i v a t i o n . O n
t h e o t h e r h a n d
,
b o t h m o n o c h l o r a m i n e a n d c h l o ri n e w e r e n o t a s e f f e c t i v e . A d o s e o f 8 0
p pm a n d 9 0 m i n u t e s o f c o n t a c t t im e w a s n e e d t o a c h i e v e > 9 0 %) a n d > 9 9 % o f i n a c t i v a t i o n ,
r e s p e c t i v e l y . A c c o r d i n g t o t h i s d a t a , t h e o z o n e , c h l o ri n e d i o x i d e , m o n o c h l o r a m i n e , a n d
c h l o ri n e C T v a l u e s w e r e 5 , 7 8 , 7 2 0 0 a n d 7 2 0 0 m g
* m i n / L , r e s p e c t i v e l y .
F i n c h e t a l . ( 1 9 9 3) r e s e a r c h e d o z o n e i n a c t i v a t i o n o f C p a r v u m o o c y s t s i n
d e m a n d - f r e e p h o s p h a t e b u f f e r m e a s u r e d b y i n v i t r o e x c y s t a t i o n a n d a n im a l i n f e c t i v i t y .
U n l i k e t h e p r e v i o u s l y m e n t i o n e d s t u d y b y K o r i c h e t a l . ( 1 9 9 0 ) , t h e e x c y s t a t i o n d a t a w e r e
n o t s i m i l a r t o t h e a n im a l i n f e c t i v i t y d a t a . E x c y s t a t i o n c o n s i s t e n t l y u n d e r e s t im a t e d
i n a c t i v a t i o n c o m p a r e d t o t h e a n i m a l b i o a s s a y . T h e o z o n e i n a c t i v a t i o n s t u d i e s w e r e
c o m p l e t e d a t p H 6 . 9 a n d T C o r 2 2
°
C . T h e C T v a l u e s f o r 9 9% i n a c t i v a t i o n w e r e 7 a n d 3 . 5
m g
* m i n / L , r e s p e c t i v e l y . T h e s e c o n c l u s i o n s s u p p o r t e d t h e f i n d i n g s o f K o ri c h e t a l . ( 19 9 0 )
w i t h r e sp e c t t o t h e C T o f o z o n e a t p H 7 a n d 2 5
°
C . T h e C T v a l u e s f o r t h e i n a c t i v a t i o n o f
C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m a r e d i s p l a y e d i n T a b l e 2 .
T a b l e 2 : Su mm a r y o f C T V a l u e s fo r C p a r v u m
D i s i n f e c t a n t
C h l o r i n e R e s i d u a l C o n t a c t T i m e
(m i n )
C T
(m g * m i n / L )
T e m p e r a t u r e
(
°
C ) p H
P e r c e n t
I n a c t i v a t i o n
c h l o ri n e 8 0 9 0 7 , 2 0 0 2 5 > 9 9
m o n o c h l o r a m i n e 8 0 9 0 7 , 2 0 0 2 5 > 9 0
c h l o ri n e d i o x i d e
o z o n e
'
o z o n e
^
o z o n e
^
'
K o ri c h e t a l . ( 19 9 0 )
^
F i n c h e t a l ( 1 9 9 3)
1 3
1
0 16 - 1 3
0 17 - 1 9
6 0


















M i c r o b i a l d i s i n f e c t i o n i s d e p e n d e n t o n s e v e r a l v a ri a b l e s , i n c l u d i n g p H ,
t e m p e r a t u r e a n d t y p e o f m i c r o b e . I n a r e c e n t s t u d y b y R u f f e l l e t a l . (2 0 0 0 ) , t h e e f f e c t s o f
p H a n d t e m p e r a t u r e o n t h e i n a c t i v a t i o n o f C r y p t o s p o r i d i u m b y c h l o ri n e d i o x i d e w a s
a s s e s s e d . A t p H 6 a n d 8 , t h e r a t e o f i n a c t i v a t i o n w a s s i m i l a r , b u t t h e C T v a l u e s w e r e 2 0 t o
3 0 % l o w e r a t p H 10 . F u rt h e r m o r e , t h e C T v a l u e s f o r C p a r v u m i n a c t i v a t i o n i n c r e a s e d b y
a f a c t o r o f a p p r o x im a t e l y 3 . 4 f o r e v e r y 1 0
°
C d e c r e a s e i n t e m p e r a t u r e . C h a u r e t e t a l .
(2 0 0 1 ) o b s e r v e d t h a t t h e s o u r c e o f C . p a r v u m o o c y s t s d i f f e r e d i n s e n s i t i v i t y t o c h l o ri n e
d i o x i d e d i s i n f e c t i o n a t p H 8 a n d 2 1
°
C . T o a c h i e v e 9 9% in a c t i v a t i o n , C T v a l u e s o f 1 , 0 0 0 ,
5 5 0 a n d 75 m g
* m i n / L w e r e r e q u i r e d f o r P l e a s a n t H i l l F a r m s o o c y s t s (M a s o n ) , S t e r l i n g
P a r a s i t o l o g y L a b o r a t o r y o o c y s t s (St e r l i n g ) , a n d U n i v e r s i t y o f A l b e rt a o o c y s t s ,
r e s p e c t i v e l y T h u s , p H , t e m p e r a t u r e a n d s o u r c e o f m i c r o b e s a r e a l l f a c t o r s t h a t c o n t ri b u t e
t o d i s i n f e c t i o n e f f i c a c y .
A l t h o u g h t h e u s e o f t y p i c a l c o n c e n t r a t i o n s o f f r e e c h l o ri n e f o r w a t e r d i s i n f e c t i o n
d o n o t i n a c t i v a t e C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m , a l t e r n a t i v e d i s i n f e c t a n t s , i n c l u d i n g o z o n e , a r e
m o r e e f f e c t i v e a t p r a c t i c a l d o s e s a n d c o n t a c t t im e s . So m e r e s e a r c h e r s h a v e i n v e s t i g a t e d
t h e u s e o f s e q u e n t i a l d i s i n f e c t i o n f o r t h e i n a c t i v a t i o n o f t h i s m i c r o b e . I n a s t u dy b y
R e r m e c k e r e t a l . (2 0 0 0 ) , t h e e f f e c t s o f o z o n e p r e - t r e a t m e n t w i t h s u b s e q u e n t e x p o s u r e t o
m o n o c h l o r a m i n e a n d h y p o c h l o r o u s a c i d w e r e e x p l o r e d . A ft e r c o m p l e t e r e m o v a l o f t h e
l a g p h a s e b y o z o n e p r e - t r e a tm e n t , b o t h c h e m i c a l s e n h a n c e d t h e r a t e o f i n a c t i v a t i o n b y
s e c o n d a r y d i s i n f e c t i o n . A s e c o n d s t u d y fo u n d t h a t t h e i n a c t i v a t i o n r a t e o f C . p a r v u m w i th
m o n o c h l o r a m i n e a f t e r o z o n e p r e - t r e a tm e n t w a s 5 t i m e s f a s t e r a t 2 0
* ' C a n d 2 2 t im e s f a s t e r
a t r c t h a n t r e a t m e n t w i t h m o n o c h l o r a m i n e a l o n e (D r i e d g e r e t a l . , 2 0 0 1 ) . T h e s e r e s u l t s
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i n d i c a t e t h a t s e q u e n t i a l d i s i n f e c t i o n m a y s e r v e a s m e t h o d o f b e t t e r p r o t e c t i n g f i n i s h e d
d r i n k i n g w a t e r fr o m C r y p t o s p o r i d i u m c o n t a m i n a t i o n .
B . B a c i l l u s s u b t i l i s
B a c i l l u s s u b t i l is a n d o t h e r B a c i l l u s s p e c i e s a r e c o m m o n s a p r o p h y t i c i n h a b i t a n t s o f
t h e s o i l . D u e t o t h e v a r i e t y o f p r o t e a s e s a n d o t h e r e n z ym e s B a c i l l u s s p e c i e s a r e c a p a b l e o f
p r o d u c i n g , t h e y a r e t h o u g h t t o c o n t r i b u t e t o n u t r i e n t c y c l i n g . B e i n g u b i q u i t o u s i n n a t u r e ,
B s u b t i l is i s r e c o v e r e d f r o m s o i l , w a t e r a n d a i r . A l t h o u g h a n a e r o b i c g r o w t h i s p o s s i b l e i n
t h e p r e s e n c e o f g l u c o s e a n d n i t r a t e , t h i s s p e c i e s i s t y p i c a l l y a e r o b i c . U n d e r e x t r e m e
c o n d i t i o n s o f h e a t a n d d e s i c c a t i o n , t h i s r o d - s h a p e d , g r a m - p o s i t i v e b a c t e r i u m c a n p r o d u c e
a n e n d o s p o r e c a p a b l e o f s u r v i v i n g i n t h e e n v i r o n m e n t (U S E P A , 1 9 9 4 )
B a c i l l u s s u b t i l is i s n o t a f r a n k p a t h o g e n , t h u s i t d o e s n o t t y p i c a l l y c a u s e d i s e a s e i n
h u m a n s , a n im a l s o r p l a n t s . U n l i k e o t h e r t o x i g e n i c s p e c i e s o f t h e g e n u s , B s u b t i l i s d o e s
n o t p r o d u c e l a r g e q u a n t i t i e s o f e x t r a c e l l u l a r e n z ym e s o r p o s s e s s o t h e r c h a r a c t e r i s t i c s t h a t
p r e d i s p o s e i t t o b e i n f e c t i o u s . H o w e v e r , i t h a s b e e n i s o l a t e d fr o m h u m a n i n f e c t i o n s
p a r t i c u l a r l y , b a c t e r e m i a , e n d o c a r d i t i s , p n e u m o n i a a n d s e p t i c e m i a , w h e n t h e p a t i e n t s w e r e
i m m u n c o m p r o m i s e d . I n o r d e r f o r i n f e c t i o n t o p r o c e e d , t h e h o s t m u s t b e
im m u o s u p p r e s s e d a n d h a v e b e e n i n o c u l a t e d w i t h h i g h n u m b e r s o f t h i s m i c r o b e (U SE PA ,
1 9 9 4 ) .
B s u b t i l i s i s n o t a p u b l i c h e a l t h t hr e a t , b u t h a s p o t e n t i a l t o s e r v e a s a n i n d i c a t o r
f o r p a t h o g e n i c p r o t o z o a . T y pi c a l i n d i c a t o r s o f c o n t a m i n a t i o n i n d r i n k i n g w a t e r , s u c h a s
c o l i f o r m s
,
d o n o t c o r r e l a t e w e l l w i t h th e p r e s e n c e o f p a r a s i t e s i n fi n i s h e d w a t e r .
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L e C h e v a l l i e r a n d N o r t o n ( 1 9 9 2 ) r e p o r t e d t h a t p a r t i c l e c o u n t s ( > 5 |i m ) a n d t u r b i d i t y a r e
u s e f u l i n i n d i r e c t l y m o n i t o r i n g t h e r e m o v a l o f p r o t o z o a n c y s t s w i t h i n a s i n g l e t r e a t m e n t
f a c i l i t y . H o w e v e r , p a r t i c l e c o u n t s d o n o t e v a l u a t e t h e e f fi c i e n c y o f t h e d i s i n f e c t i o n
p r o c e s s (B a r b e a u e t a l . , 1 9 9 9) a n d d o n o t r e v e a l p a r a s i t e v i a b i l i t y (F a c i l e e t a l . , 2 0 0 0 ) .
D u e t o i t s r o b u s t n a t u r e
,
a p r o p o s e d a l t e r n a t i v e s u r r o g a t e f o r C p a r v u m i s t h e e n d o s p o r e
p r o d u c e d i r o m a e r o b i c b a c t e r i a , p r im a r i l y B a c i l l u s s p e c i e s . O n e s u c h b a c t e r i u m , B
s u b t i l i s , i s e a s y t o c u l t u r e a n d i s p r e s e n t t h r o u g h o u t t h e t r e a tm e n t p r o c e s s (R i c e e t a l . ,
1 9 9 6 ) .
B r a z i s e t a l . ( 1 9 5 8) e x p o s e d B a c i l l u s s u b t i l i s s p o r e s t o c h l o r i n e a t s e v e r a l p H
l e v e l s a n d t w o t e m p e r a t u r e s (4
' '
C a n d 2 2 ° C ) . A t 4
° C a n d p H 7 2 , a d o s e o f 9 . 2 t o 9 . 1
m g / L o f c h l o r i n e a c h i e v e d a > 4 l o g i o r e du c t i o n o f t h e s p o r e s a t 2 h o u r s . I n c r e a s i n g t h e
t e m p e r a t u r e t o 2 2
°
C a t p H 7 . 2 , w i t h a 2 . 6 t o 2 . 5 m g / L d o s e r e s u l t e d i n > 4 l o g i o r e d u c t i o n
o f t h e s p o r e s a t 2 h o u r s a s w e l l . I t h a s b e e n r e p o r t e d t h a t t h e s p o r e c o a t a n d c o r t e x a r e
i n v o l v e d i n s p o r e c h l o ri n e r e s i s t a n c e (Wy a t t a n d W a i t e s , 1 9 7 5 ; B l o o m fi e l d a n d A r t h u r ,
1 9 8 9 ) . A d d i t i o n a l l y , s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t c h l o r i n e - r e l e a s i n g a g e n t s c a n i n a c t i v a t e B
s u b t i l i s s p o r e s (B l o o m fi e l d a n d A r t h u r , 1 9 8 9 ; Wi l l i a m a n d R u s s e l l , 1 9 9 1 ) . I n m o r e r e c e n t
s t u d i e s , B . s u b t i l i s s p o r e s h a v e b e e n s h o w n t o b e r e s i s t a n t t o c h e m i c a l d i s i n f e c t i o n a n d
t h e i r r e m o v a l r a t e i s s im i l a r t o p a r t i c l e r e m o v a l t h r o u gh o u t a s e r i e s o f t y p i c a l w a t e r
t r e a tm e n t p r o c e s s e s (R i c e e t a l . , 1 9 9 6 ) .
B o t z e n h a r t e t a l . ( 1 9 9 3 ) s t u d i e d th e i n a c ti v a t i o n o f 5 s u b t i l i s b y o z o n e a n d
c h l o ri n e d i o x i d e i n a c o n t i n u o u s f lo w r e a c t o r a t p H 6 a n d p H 8 a n d a t 5
°
C a n d 15
°
C I t
w a s d e t e r m i n e d t h a t B s u b t i l i s w a s m o r e r e s i s t a n t t o b o t h c h e m i c a l t r e a t m e n t s t h a n a n y
o f t h e o t h e r t e s t b a c t e ri a a n d c o l i p h a g e s . B a r b e a u e t a l . ( 19 9 9 ) e x am i n e d t h e u s e o f 5
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s u b t i l i s t o a s s e s s t h e e f f i c i e n c y o f c h l o r i n a t i o n a n d d e t e r m i n e d t h a t t h e e n d o s p o r e s s e r v e d
a s a v a l u a b l e i n d i c a t o r o f d i s i n f e c t i o n e f f i c i e n c y w h e n c o m p a r e d w i t h t h e C T v a l u e s in
t h e S u r f a c e W a t e r T r e a t m e n t R u l e (SWT R ) g u i d a n c e m a n u a l f o r G i a r d i a . F u r t h e rm o r e ,
F a c i l e e t a l . (2 0 0 0 ) e v a l u a t e d B s u b t i l i s s p o r e s a s a s u r r o g a t e f o r G i a r d i a a n d
Cy p t o sp o r i d i u m i n a c t i v a t i o n b y o z o n e . I n t h i s s t u d y , t h e c a l c u l a t e d C T v a l u e s g a v e
h i gh e r o r s im i l a r C T v a l u e s t o t h o s e a l r e a dy r e p o r t e d f o r G i a r d i a a n d C r y p t o sp o r i d i u m ,
r e s p e c t i v e l y . H o w e v e r , t w o s t r a i n s o f a e r o b i c s p o r e s w e r e t e s t e d a n d th e r e w a s a r e p o r t e d
d i f f e r e n c e i n r e s i s t a n c e . T h e r e f e r e n c e s t r a i n w a s m o r e r e s i s t a n t t o o z o n e t h a n t h e
e n v i r o n m e n t a l i s o l a t e , w h i c h i n d i c a t e s v a r y i n g r e s i s t a n c e fr o m o n e s o u r c e o f s p o r e s t o
a n o t h e r o r t hr o u g h o u t t im e . T h u s , w h i l e a e r o b i c s p o r e f o r m e r s a r e a p r o m i s i n g i n d i c a t o r
o f o o c y s t i n a c t i v a t i o n , t h e s e i s s u e s o f v a r i a b i l i t y i n r e s p o n s e t o d i s i n f e c t i o n m u s t b e
a d d r e s s e d .
T h e a b i l i t y o f 5 s u b t i l is t o w i t h s t a n d c h e m i c a l d i s i n f e c t a n t s c o m m o n i n d r i n k i n g
w a t e r t r e a tm e n t , t h e i r s im i l a r r e m o v a l r a t e t o p a r t i c l e c o u n t s , a n d c o m p a r a b l e C T v a l u e s
t o b o t h G i a r d i a a n d C r y p t o sp o r i d i u m i n d i c a t e t h a t t h e s e e n d o s p o r e s m a y b e a s u i t a b l e
s u r r o g a t e f o r m o n i t o r i n g p r o t o z o a n p a t h o g e n s . H o w e v e r , t h e c o n t r a d i c t o r y e v i d e n c e o f 5 .
s u b t i l i s s p o r e r e s i s t a n c e t o c h e m i c a l d i s i n f e c t i o n m u s t b e s t u d i e d fu r t h e r .
C . D r i n k i n g Wa t e r
C . l . H i s t o r y o f D r i n k i n g W a t e r a n d R e g u l a t i o n s
T h e fi r s t a t t e m p t s t o i m p r o v e t h e q u a l i t y o f d r i n k i n g w a t e r d a t e a s f a r b a c k a s
4 0 0 0 B . C . a n d w e r e f o c u s e d o n a e s t h e t i c q u a l i t i e s , s u c h a s t a s t e a n d o d o r . A c c o r d i n g t o
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a n c i e n t S a n s k r i t a n d G r e e k w r i t i n g s , b o i l i n g , s t r a i n i n g , a n d e x p o s u r e t o s u n l i g h t w e r e
p r a c t i c e d t o d e c r e a s e t h e c l o u d i n e s s , o r t u r b i d i t y o f w a t e r . I n 1 5 0 0 B . C . , t h e E g y p t i a n s
w e r e u s i n g t h e c h e m i c a l a l u m t o c a u s e s u s p e n d e d p a r t i c l e s t o s e t t l e o u t o f t h e w a t e r .
W a t e r f i l t r a t i o n c a m e i n t o u s e i n t h e 17 0 0 s (U SE P A , 2 0 0 0 ) . H o w e v e r , i t w a s n o t u n t i l
1 8 3 2 t h a t t h e fi r s t m u n i c i p a l w a t e r f i l t r a t i o n p l a n t b e g a n o p e r a t i n g i n P a i s l e y , S c o t l a n d
(P o n t i u s a n d C l a r k , 19 9 9 ) .
W h i l e e a r l y t r e a tm e n t m e t h o d s w e r e p r a c t i c e d t o i m p r o v e t h e q u a l i t y o f d r i n k i n g
w a t e r
,
i t w a s n o t u n t i l m o r e r e c e n t t i m e s t h a t t h e p u b l i c h e a l t h i m p l i c a t i o n s w e r e f u l l y
a p p r e c i a t e d a n d u n d e r s t o o d . T h e i s s u e o f d i s e a s e - c a u s i n g m i c r o b e s i n p u b l i c w a t e r
s y s t e m s b e c a m e a p r i m a r y c o n c e r n d u r i n g t h e l a t e n i n e t e e n t h a n d e a r l y t w e n t i e t h
c e n t u r i e s
,
a f t e r D r . Jo h n S n o w e s t a b l i s h e d a l i n k b e t w e e n c h o l e r a o u t b r e a k s a n d
w a t e r b o m e t r a n s m i s s i o n . I t w a s a l s o d u r i n g t h i s t im e , i n t h e l a t e 1 8 80 s , t h a t L o u i s P a s t e u r
d e m o n s t r a t e d t h e " g e r m t h e o r y
"
o f d i s e a s e
,
e s t a b l i s h i n g a c a u s e a n d e f f e c t r e l a t i o n s h i p
b e tw e e n m i c r o b i a l c o n t a m i n a t i o n o f w a t e r a n d e p i d e m i c s (U SE PA , 2 0 0 0 ; P o n t i u s a n d
C l a r k
,
1 9 9 9) . T h e b e n e f i t s o f d i s i n f e c t a n t s , s u c h a s c h l o r i n e , w e r e d i s c o v e r e d i n t h e e a r l y
1 9 0 0 s . I n 1 90 8 , c h l o r i n e w a s u t i l i z e d a s a p r i m a r y d i s i n f e c t a n t f o r t h e f i r s t t im e i n J e r s e y
C i t y , N e w J e r s e y (U S E P A , 2 0 0 0 ) .
W h i l e a d v a n c e m e n t s i n t e c h n o l o g i e s a n d m a n a g e m e n t s y s t e m s f o r d r i n k in g w a t e r
t r e a tm e n t p r o g r e s s e d s t e a d i l y , f e d e r a l r e g u l a t i o n s l a g g e d b e h i n d . T h e U . S . P u b l i c H e a l t h
Se r v i c e fi r s t s e t r e g u l a t i o n s f o r b a c t e r i o l o g i c a l q u a l i t y i n d r i n k i n g w a t e r i n 19 14 .
H o w e v e r
,
t h e s e s t a n d a r d s w e r e l e g a l l y b i n d i n g o n l y t o w a t e r s u p p l i e s u s e d b y i n t e r s t a t e
c a r r i e r s , s u c h a s s h i p s , t r a i n s a n d b u s e s (U S E P A , 2 0 0 0 ; P o n t i u s a n d C l a r k , 1 9 9 9 ) . T h e
S a f e D r i n k i n g W a t e r A c t (S D WA ) o f 1 9 74 w a s t h e fi r s t e f f o r t t o o r g a n i z e a c o o p e r a t i v e
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d ri n k i n g w a t e r q u a l i t y p r o g r a m i n t e n d e d t o p r o t e c t c o n s u m e r s fr o m c o n t a m i n a t i n g
a dv e r s e h e a l t h e f fe c t s a m o n g t h e d i f f e r e n t l e v e l s o f g o v e r n m e n t : l o c a l , s t a t e a n d f e d e r a l .
T h e a c t e s t a b l i s h e d s p e c i f i c r o l e s f o r t h e l e v e l s o f g o v e r n m e n t a n d t h e p u b l i c w a t e r
s u p p l i e r s b y i n s t i t u t i n g r e g u l a t i o n s t o e n s u r e s a fe dri n k i n g w a t e r f o r t h e p u b l i c .
A c c o r d i n g t o t h e S D WA :
T h e f e d e r a l g o v e r n m e n t , s p e c i f i c a l l y U SE PA , i s a u t h o ri z e d t o s e t
n a t i o n a l d ri n k i n g w a t e r r e g u l a t i o n s , c o n d u c t s p e c i a l s t u d i e s a n d
r e s e a r c h
,
a n d o v e r s e e t h e im p l e m e n t a t i o n o f t h e a c t . T h e s t a t e
g o v e r n m e n t s , t h r o u gh t h e i r h e a l t h d e p a r t m e n t s a n d e n v i r o n m e n t a l
a g e n c i e s , a r e e x p e c t e d t o a c c e p t t h e m a j o r r e s p o n s i b i l i t i e s , c a l l e d
p ri m a r y e n f o r c e m e n t r e s p o n s i b i l i t y , o r p ri m a c y , f o r t h e a dm i n i s t r a t i o n
a n d e n f o r c e m e n t o f t h e r e g u l a t i o n s s e t b y U S E P A u n d e r t h e a c t . P u b l i c
w a t e r s u p p l i e r s h a v e t h e d a y - t o - d a y r e s p o n s i b i l i t y o f m e e t i n g t h e
r e g u l a t i o n s . (P o n t i u s a n d C l a r k , 1 9 9 9 )
T h e S D WA h a s b e e n a m e n d e d
,
i n b o t h 19 8 6 a n d 19 9 6 , s i n c e i t s o ri g in a l d e v e l o p m e n t .
T w o o f t h e r u l e s e n a c t e d i n t h e 19 8 6 a m e n dm e n t s a r e t h e T o t a l C o l i f o r m R u l e a n d
t h e S u r f a c e W a t e r T r e a t m e n t R u l e . M o s t c o l i f o r m s a r e h a r m l e s s , b u t t h i s g r o u p o f
b a c t e ri a i s f o u n d b o t h i n t h e e n v i r o n m e n t a n d t h e d i g e s t i v e t r a c t s o f h u m a n s a n d a n im a l s .
T h e i r p r e s e n c e i n w a t e r a t h i g h e r l e v e l s t h a n t h o s e s e t b y t h e E P A c a n i n d i c a t e p a t h o g e n
c o n t a m i n a t i o n . A M a x im u m C o n t a m i n a n t L e v e l G o a l (M C L G ) i s a n o n - e n f o r c e a b l e
h e a l t h g o a l i n d i c a t i n g th e l e v e l o f c o n t a m i n a n t i n dri n k i n g w a t e r b e l o w w h i c h t h e r e i s n o
k n o w n o r e x p e c t e d h e a l t h ri s k . T h e e n f o r c e a b l e l i m i t i s t h e M a x i m u m C o n t a m i n a n t L e v e l
(MC L ), w h i c h i s s e t a s c l o s e t o t h e M C L G a s p o s s i b l e , t a k i n g b o th t e c h n o l o g y a n d c o s t
i n t o a c c o u n t . U n d e r t h e f o r m e r r u l e
,
t h e M C L G i s z e r o f o r t o t a l c o l i f o r m s . A c c o r d i n g t o
t h e M C L
,
w a t e r s y s t e m s f i n d i n g c o l i f o r m s i n m o r e t h a n 5 . 0 p e r c e n t o f t h e s a m p l e s t h e y
t a k e e a c h m o n t h m u s t r e p o rt t h i s t o t h e s t a t e a n d th e p u b l i c (U S E P A , 2 0 0 0 ) . T h e T o t a l
C o l i f o r m R u l e a l s o s p e c i f i e s t h a t n e i t h e r f e c a l c o l i f o r m s n o r E . c o l i c a n b e p r e s e n t i n 1 0 0
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m L v o l u m e s o f d ri n k i n g w a t e r (z e r o t o l e r a n c e ) , b e c a u s e t h e s e b a c t e ri a a r e c o n s i d e r e d
c o n c l u s i v e e v i d e n c e o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n .
I n c l u d e d i n t h e Su r f a c e W a t e r T r e a tm e n t R u l e a r e r e g u l a t i o n s f o r p a t h o g e n s . T h e
M C L G s f o r L e g i o n e l l a , G i a r d i a a n d v i r u s e s a r e s e t a t z e r o , b e c a u s e a n y e x p o s u r e t o t h e s e
m i c r o b e s i n d i c a t e s a p o t e n t i a l h e a l t h r i s k . A l t h o u g h i t i s n o t r e a l i s t i c t o t e s t f o r t h e
p r e s e n c e o f i n d i v i d u a l p a t h o g e n s o n a r o u t in e b a s i s , s u r f a c e w a t e r s y s t e m s m u s t u t i l i z e
t r e a tm e n t t e c h n i q u e s t o m i n i m i z e t h e ri s k o f p a t h o g e n s . T h e s t a n d a r d s s e t b y th e E P A a r e
a m i n i m u m 9 9 . 9 p e r c e n t (3 l o g i o ) r e m o v a l a n d / o r i n a c t i v a t i o n o f G i a r d i a a n d 9 9 . 9 9
p e r c e n t (4 l o g i o ) r e m o v a l a n d/ o r i n a c t i v a t i o n o f v i r u s e s . T h e s e l e v e l s c a n b e a c h i e v e d
w i t h b o th fi l t e r a n d d i s i n f e c t i o n t r e a tm e n t s c o m b i n e d (U SE PA , 2 0 0 0 ) . T h e s e l e v e l s w e r e
c h o s e n b e c a u s e r e g u l a t o r s b e l i e v e t h e y c o r r e s p o n d t o a n a n n u a l r i s k o f n o m o r e t h a n 1
i n f e c t i o n p e r 10 , 0 0 0 p e o p l e e x p o s e d p e r y e a r f r o m d ri n k i n g w a t e r (P o n t i u s a n d C l a r k ,
1 9 9 9 ) .
C r y p t o s p o ri d i u m w a s n o t r e c o g n i z e d a s a p u b l i c h e a l t h t h r e a t u n t i l a f t e r t h e i n i t i a l
d e v e l o p m e n t o f t h e S u r f a c e W a t e r T r e a t m e n t R u l e . T h u s , t o a d d r e s s t h i s n e w c o n c e r n t h e
I n t e ri m E n h a n c e d Su r f a c e Wa t e r T r e a tm e n t R u l e (l E SWT R ) w a s p u t i n t o e f f e c t i n
F e b r u a r y 19 9 9 . T h e p u r p o s e s o f t h i s r e g u l a t i o n a r e t o im p r o v e t h e c o n t r o l o f m i c r o b i a l
p a t h o g e n s i n d ri n k i n g w a t e r , n a m e l y C r yp t o s p o r i d i u m , a n d t o a d d r e s s t h e c h e m i c a l a n d
m i c r o b i a l r i s k s a s s o c i a t e d w i t h d i s i n f e c t i o n o f d ri n k i n g w a t e r . S p e c i fi c a l l y , t h e l E SW T R
r e q u i r e s a M CL G o f z e r o f o r C r y p t o sp o r i d i u m , 9 9 p e r c e n t (2 l o g i o ) r e m o v a l o f
C r y p t o s p o r i d i u m fo r w a t e r s y s t e m s t h a t u s e fi l t r a t i o n , a n d d i s i n f e c t i o n b e n c hm a r k
p r o v i s i o n s t o e n s u r e c o n t i n u e d l e v e l s o f m i c r o b i a l p r o t e c t i o n w h i l e f a c i l i t i e s t a k e t h e
n e c e s s a r y s t e p s t o c o m p l y w i t h n e w d i s i n f e c t i o n b y p r o d u c t s t a n d a r d s (U S E P A , 1 99 9 a ) .
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C . 2 . S u r r o g a t e s f o r D e t e c t i n g M i c r o b i a l C o n t a m i n a t i o n
I t i s n o t r e a l i s t i c t o t e s t d r i n k i n g w a t e r f o r t h e p r e s e n c e o f a l l i n d i v i d u a l p a t h o g e n s
d u e t o t h e d i f f i c u l t y i n d e t e c t i o n t e c hn i q u e s , c o s t a n d t im e c o n c e r n s T h u s , i t h a s b e c o m e
c o m m o n p r a c t i c e t o m o n i t o r f o r i n d i c a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n a n d a n i n c r e a s e i n
i n d i c a t o r s i s c o r r e l a t e d t o u n s a f e w a t e r . F u r t h e r m o r e
, p a t h o g e n s a r e o n l y e x c r e t e d b y
i n f e c t e d h o s t s a n d t h e r a t e s o f s p e c i f i c p a t h o g e n s t o f e c a l i n d i c a t o r s a r e v a r i a b l e .
P o l l u t i o n m a y g o u n r e c o gn i z e d i f t h e w a t e r i s n o t t e s t e d f r e q u e n t l y a n d r e g u l a r l y , b e c a u s e
c o n t a m i n a t i o n i s o ft e n i n t e r m i t t e n t . H e n c e
,
s i m p l e t e s t s f o r i n d i c a t o r s a r e m o r e e f fi c i e n t
t h a n r o u t i n e l y m o n i t o r i n g f o r i n d i v i d u a l p a t h o g e n s (WH O , 1 9 9 6 ) .
T h e i d e a l i n d i c a t o r o r g a n i s m s s h o u l d h a v e t h e f o l l o w i n g c h a r a c t e r i s t i c s : ( 1 ) b e
p r e s e n t w h e n e v e r t h e c o n c e r n e d p a t h o g e n i s p r e s e n t ; (2 ) b e p r e s e n t o n l y w h e n t h e
p a t h o g e n p r e s e n c e o c c u r s ; (3 ) b e p r e s e n t a t a g r e a t e r c o n c e n t r a t i o n t h a n t h e p a t h o g e n ; (4 )
b e e q u a l l y o r m o r e r e s i s t a n t t o d i s i n f e c t i o n a n d e n v i r o n m e n t a l e x t r e m e s t h a n t h e
p a t h o g e n o f i n t e r e s t ; (5 ) b e d e t e c t a b l e b y s im p l e l a b t e s t s ; (6 ) b e r a n d o m l y d i s t r i b u t e d i n
t h e w a t e r ; (7 ) b e h a r m l e s s t o h u m a n s a n d a n i m a l s ; a n d (8 ) b e p r e d i c t i v e o f a n i n c r e a s e d
h e a l t h r i s k a t i n c r e a s e d c o n c e n t r a t i o n (d o s e - r e s p o n s e ) (H a a s , 1 9 9 9 ; S o b s e y , 1 9 9 9 ) .
U n fo r t u n a t e l y , n o t a l l o f t h e c r i t e r i a o f i d e a l i n d i c a t o r s a r e m e t b y a n y o n e o r g a n i s m .
C o m m o n l y u s e d m i c r o b i a l i n d i c a t o r s o f w a t e r q u a l i t y i n c l u d e E s c h e r i c h i a c o l i , f e c a l
c o l i f o r m s , t o t a l c o l i f o r m s , f e c a l s t r e p t o c o c c i , e n t e r o c o c c i , C l o s t r i d i u m p e rf r i n g e n s a n d
e n t e r i c b a c t e r i o p h a g e s .
P o s s i b l e i n d i c a t o r s o f h a r d y , p r o t o z o a n c y s t s a r e C l o s t r i d i u m p e rf r i n g e n s s p o r e s ,
w h i c h h a v e l o n g s u r v i v a l r a t e s i n w a t e r a n d a r e r e s i s t a n t t o d i s i n f e c t i o n . T h e p r e s e n c e o f
t h e s e s p o r e s c o r r e l a t e s s i g n i f i c a n t l y w i t h th e p r e s e n c e o f e n t e r i c p r o t o z o a a n d i s u s e fu l i n
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e v a l u a t i n g t h e e f fi c i e n c y o f d r i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t (R o s e e t a l . , 1 9 9 6 ) . I f C l o s t r i d i u m
p e rf r i n g e n s s p o r e s a r e r e m o v e d f r o m d r i n k i n g w a t e r b y 7 t o 8 l o g i o , t h e n i t i s u n l i k e l y
t h a t e n t e r i c p r o t o z o a w i l l b e p r e s e n t (R o s e e t a l . , 19 9 6 ) . H o w e v e r , a l im i t a t i o n o f t h i s
p a r t i c u l a r s u r r o g a t e i s t h a t t h e y m a y i n d i c a t e p r e v i o u s c o n t a m i n a t i o n d u e t o t h e i r
l o n g e v i t y a n d r e s u l t i n f a l s e a l a r m s o f p r e s e n t c o n t a m i n a t i o n (W H O , 1 9 9 6 ) . A n
a l t e r n a t i v e b a c t e r i a l s p o r e t h a t m a y b e a p o t e n t i a l s u r r o g a t e f o r C p a r v u m i n a c t i v a t i o n i s
B . s u b t i l i s . Wh i l e b a c t e r i a l s p o r e s a r e v e r y r e s i s t a n t t o b i o c i d e s , d i f f e r e n t g r o u p s o f
b a c t e r i a h a v e v a r y i n g d e g r e e s o f s u s c e p t i b i l i t y . B . s u b t i l i s s p o r e s a r e m o r e r e s i s t a n t t o
b i o c i d e s t h a n t h e e n d o s p o r e s o f C l o s t r i d i u m d iff i c i l e (R u s s e l l , 1 9 9 8 ) . T h u s , t h i s g r o u p o f
b a c t e r i a m a y s e r v e a s a m o r e u s e f u l i n d i c a t o r o f p a r a s i t e c o n t a m i n a t i o n a ft e r w a t e r
t r e a tm e n t
C . 3 . C o n v e n t i o n a l D r i n k i n g W a t e r T r e a tm e n t
C o n v e n t i o n a l d r i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t u s u a l l y i n v o l v e s c o a g u l a t i o n a n d
f lo c c u l a t i o n
,
s e d im e n t a t i o n a n d fi l t r a t i o n
,
f o l l o w e d b y d i s i n f e c t i o n . I n t h e i n i t i a l s t e p o f
c o a g u l a t i o n , c h e m i c a l s a r e a d d e d t o t h e w a t e r s u p p l y t o n e u t r a l i z e t h e c h a r g e s o n
s u s p e n d e d p a r t i c l e s a n d a i d i n t h e i r a g gr e g a t i o n . T h i s p r o c e s s r e s u l t s i n a n i n t e r a c t i o n o f
p a r t i c l e s , k n o w n a s fl o e s . N o t o n l y d o e s c o a g u l a t i o n a i d i n t h e r e d u c t i o n o f s u s p e n d e d
p a r t i c l e s a n d m i c r o b e s , b u t i n t h e r e m o v a l o f n a t u r a l o r g a n i c m a t e r i a l (N O M ) th a t c a n
r e d u c e t h e f o r m a t i o n o f d i s i n f e c t i o n b y - p r o d u c t s (G e r b a , 2 0 0 0 ; L e t t e r m a n e t a l . , 1 9 99 ;
WH O
,
19 9 6) . T h e n e x t p h a s e , fl o c c u l a t i o n , p r o m o t e s t h e c o U i s i o n o f p a r t i c l e s b y s t i r r i n g
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t h e w a t e r a n d i n c r e a s i n g t h e s i z e o f a g g r e g a t e s s o t h e y a r e m o r e e a s i l y r e m o v e d i n t h e
f o l l o w i n g s t a g e s o f t r e a tm e n t (G r a y , 19 9 4 ) .
S e d im e n t a t i o n i s a p h y s i c a l p r o c e s s u s e d t o s e p a r a t e t h e s o l i d - l i q u i d c o m p o n e n t s
o f t h e w a t e r , m a k i n g f i l t r a t i o n m o r e e f f i c i e n t . T h e s u s p e n d e d p a r t i c l e s s e t t l e t o t h e b o t t o m
b y g r a v i t y a n d t h e l i q u i d p o r t i o n i s a d v a n c e d t o t h e f i l t r a t i o n s t a g e (G e r b a , 2 0 0 0 ) . T h e r e
a r e tw o t y p e s o f fi l t r a t i o n s y s t e m s u s e d in w a t e r t r e a tm e n t : r a p i d gr a n u l a r m e d i a fi l t r a t i o n
a n d s l o w s a n d fi l t r a t i o n . T h e r a t e o f o p e r a t i o n o f r a p i d fi l t r a t i o n i s a b o u t 5 0 t i m e s f a s t e r
t h a n s l o w s a n d fi l t r a t i o n . H o w e v e r
,
r a p i d fi l t r a t i o n b e d s a r e l e s s e f f e c t i v e t h a n s l o w s a n d
fi l t r a t i o n b e d s a t r e t a i n i n g v e r y s m a l l s o l i d s ( G r a y , 1 9 9 4 ) . F u r t h e r m o r e , t h e r a p i d
fi l t r a t i o n b e d s m u s t b e b a c k w a s h e d t o c l e a n o u t t h e s u s p e n d e d m a t t e r , w h i c h l i k e l y
c o n t a i n h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f p a t h o g e n s (G e r b a , 2 00 0 ) . T h u s , b a c k w a s h i n g i n c r e a s e s t h e
p o t e n t i a l f o r c o n t a m i n a t i o n o f t h e t r e a t e d w a t e r .
O n t h e o t h e r h a n d , t h e u s e o f s l o w s a n d fi l t r a t i o n d o e s n o t r e q u i r e t h e c o a g u l a t i o n
s t e p o r b a c k w a s h i n g ; t h u s , i t i s e a s i e r t o o p e r a t e . T h i s a l t e r n a t i v e fi l t r a t i o n s y s t e m h a s a
b i o l o g i c a l c o m p o n e n t o n t h e t o p l a y e r o f s a n d (
"
s c h m u t z d e c k e " ) , a i d i n g i n i t s a b i l i t y t o
r e m o v e a n d d e s t r o y p a t h o g e n s a n d im p r o v e t a s t e a n d o d o r (G r a y , 1 9 9 4 ; W H O , 1 9 9 6 ) .
T h e d r a w b a c k t o s l o w s a n d fi l t r a t i o n i s t h e n e e d t o r e m o v e t h e t o p , b i o l o g i c a l l y a c t i v e
l a y e r b u i l d u p i n o r d e r t o d e c r e a s e t h e h e a d l o s s a c r o s s t h e fi l t e r C y c l e l e n g t h s v a r y f r o m
1 t o 6 m o n t h s , o r p o s s i b l y l o n g e r , d e p e n d i n g o n t h e s o u r c e w a t e r q u a l i t y a n d f i l t r a t i o n
r a t e (C l e a s b y a n d L o g s d o n , 1 9 9 9 ) . T h i s m a i n t e n a n c e p r o c e d u r e i s l a b o r i n t e n s i v e a n d
e x p e n s i v e ( G r a y , 19 9 4 ), b u t i s e s s e n t i a l i n k e e p i n g th e fi l t r a t i o n b e d a t o p ti m u m
p e r fo r m a n c e .
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A c c o r d i n g t o t h e U S E PA , t y p i c a l r e m o v a l r a t e s o f C r yp t o sp o r i d i u m b y
c o a g u l a t i o n a n d s e d im e n t a t i o n , r a p i d f i l t r a t i o n , a n d s l o w s a n d fi l t r a t i o n a r e a b o u t 9 9
p e r c e n t (G e r b a , 2 0 0 0 ) . S e v e r a l s t u d i e s h a v e b e e n c o n d u c t e d t o e v a l u a t e p r e - t r e a tm e n t a n d
fi l t r a t i o n m e th o d s f o r t h e r e m o v a l e f fi c i e n c y o f C r y p t o sp o r i d i u m f r o m w a t e r N i e m i n s k i
a n d O n g e r t h ( 19 9 5 ) r e p o r t e d t h a t C . p a r v u m o o c y s t r e m o v a l b y c o n v e n t i o n a l t r e a tm e n t
a n d d i r e c t fi l t r a t i o n i n b o t h f u l l a n d p i l o t s c a l e p l a n t s r a n g e d f r o m 1 . 9 t o 3 l o g i o . I n o t h e r
s t u d i e s
,
C . p a r v u m r e m o v a l b y c h e m i c a l c o a g u l a t i o n a n d fi l t r a t i o n h a s b e e n r e p o r t e d t o
b e b e t w e e n 2 t o 2 . 5 l o g i o , a l t h o u gh r e m o v a l s a r e l o w e r w h e n c o a g u l a t i o n c o n d i t i o n s a r e
s u b - o p t im a l (M e d e m a , 19 9 9 ) . St u d i e s o n r a p i d s a n d fi l t r a t i o n r e p o r t o o c y s t r e d u c t i o n s o f
0 t o 1 l o g i o , w i t h g r e a t e r r e d u c t i o n s i n d e e p e r fi l t e r b e d s (M e d e m a , 1 9 9 9) F u r t h e r m o r e ,
t h e p r o c e s s o f s l o w s a n d fi l t r a t i o n c a n r e m o v e 1 . 2 t o > 3 . 7 l o g i o o f C p a r v u m o o c y s t s
(M e d e m a , 1 9 9 9 ) .
J a c a n g e l o e t a l . ( 1 9 9 5 ) s t u d i e d m e c h a n i s m a n d r e m o v a l r a t e s o i C r y p t o sp o r i d i u m
b y m i c r o fi l t r a t i o n (M F ) a n d u l t r a fi l t r a t i o n (U F ) . A v a r i e t y o f M F a n d U F m e m b r a n e s
w e r e t e s t e d a n d i t w a s d e t e r m i n e d t h a t a s l o n g a s t h e m em b r a n e s w e r e i n t a c t , b o t h
p r o c e s s e s w e r e a b s o l u t e b a r r i e r s a g a i n s t t h e o o c y s t s a n d w o u l d b e a b l e t o p r o v i d e
r e m o v a l s o f > 6 l o g i o i f r e q u i r e d . F u r t h e r m o r e , i t w a s c o n c l u d e d t h a t s i z e e x c l u s i o n w a s
t h e m e c h a n i s m o f o o c y s t r e m o v a l , s i n c e t h e p o r e s i z e s o f b o t h M F a n d U F m e mb r a n e s
a r e a t l e a s t a n o r d e r o f m a g n i t u d e s m a l l e r t h a n C p a r v u m . I n a s u b s e q u e n t s t u d y b y
H i r a t a a n d H a s h im o t o ( 19 9 8) , i t w a s r e p o r t e d th a t b o t h M F a n d U F m e m b r a n e s a c h i e v e d
> 7 l o g i o r e m o v a l o f C p a r v u m o o c y s t s . B a s e d o n t h e s e r e s u l t s , m i c r o fi l t r a t i o n a n d
u l t r a fi l t r a t i o n a r e e x c e l l e n t m e th o d s f o r C . p a r v u m r e m o v a l i n d r i n k i n g w a t e r T h u s ,
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u t i l i z i n g fi l t r a t i o n m e t h o d s p r i o r t o d i s i n f e c t i o n c a n o p t i m i z e C p a r v u m o o c y s t r e m o v a l
a n d i n a c t i v a t i o n c o m p a r e d t o r e l 5dn g o n d i s i n f e c t i o n a l o n e .
C . 4 . D i s i n f e c t i o n
A l t h o u gh p h y s i c a l - c h e m i c a l w a t e r t r e a tm e n t t e c h n i q u e s m a y a i d i n t h e r e m o v a l o f
p a t h o g e n s , di s i n f e c t i o n i s d e s i gn e d s p e c i f i c a l l y t o r e d u c e m i c r o b i a l c o n t a m i n a t i o n (H a a s ,
1 9 9 9 ) . W h i l e c o n c e r n s a b o u t w a t e r b o m e p a t h o g e n s h a v e r i s e n , d r i n k i n g w a t e r
d i s i n f e c t i o n h a s b e c o m e a n im p o r t a n t p r o t e c t i v e m e a s u r e f o r t h e p u b l i c
'
s h e a l t h . I t h a s
b e e n r e p o r t e d t h a t C r y p t o s p o r i d i u m i s a m o n g t h e m o s t r e s i s t a n t w a t e r b o m e p a th o g e n s
a g a i n s t c h e m i c a l d i s i n f e c t i o n (R o s e , 1 9 9 3 ) . H e n c e , C r y p t o s p o r i d i u m i s t h e s u bj e c t o f
m a n y d i s i n f e c t i o n s t u d i e s .
T y p i c a l d i s i n f e c t i o n t e c h n i q u e s c a n i n v o l v e e i t h e r c h e m i c a l a g e n t s (e . g . c h l o r i n e ,
c h l o r i n e d i o x i d e o r o z o n e ) o r p h y s i c a l t r e a tm e n t s (e . g . u l t r a v i o l e t r a d i a t i o n ) . T h e m o s t
w i d e - s p r e a d p r o c e s s i n w a t e r t r e a t m e n t f a c i l i t i e s e m p l o y s c h l o r i n e , d u e t o i t s e f f i c i e n c y ,
l o w c o s t
,
s i m p l i c i t y a n d a b i l i t y t o l e a v e a s t a b l e r e s i d u a l i n t h e d i s t r i b u t i o n s y s t e m .
V a r i o u s f o r m s o f c h l o r i n e m a y b e u s e d fo r d i s i n f e c t i o n p u r p o s e s : s o l i d c a l c i u m
h y p o c h l o r i t e , l i q u i f i e d c h l o r i n e g a s , a n d s o d i u m h y p o c h l o r i t e . E l e c t r o l y z i n g a b r i n e
s o l u t i o n c a n a l s o g e n e r a t e c h l o r i n e g a s o n - s i t e (H a a s , 1 9 9 9 ) . T h e f o r m s o f c h l o r i n e t h a t
in d u c e d i s i n f e c t i o n o f m i c r o b e s a r e h y p o c h l o r o u s a c i d (H O C l ) a n d h y p o c h l o r i t e i o n
(O C r ) , t e r m e d fr e e a v a i l a b l e c h l o r i n e . S i m i l a r l y , c o m b i n e d c h l o r i n e c o m p o u n d s , s u c h a s
m o n o c h l o r a m i n e (N H 2 C I) , d i c h l o r a m i n e (N H C I2 ) a n d t r i c h l o r a m i n e (N C I3 ) , f o r m e d i n t h e
p r e s e n c e o f a m m o n i a a n d n i t r o g e n - c o n t a i n i n g o r g a n i c s u b s t a n c e s , a l s o h a v e d i s i n f e c t i o n
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p o w e r , b u t a r e n o t a s e f f e c t i v e a t t h e s a m e c o n c e n t r a t i o n a s fr e e a v a i l a b l e c h l o ri n e
(G e r b a , 2 0 0 0 ) .
Si n c e h y p o c h l o r o u s a c i d i s a w e a k a c i d , i t r e a d i l y d i s a s s o c i a t e s t o p r o d u c e t h e
h y po c h l o ri t e i o n (R e a c t i o n 1 ) .
H O C l ; jZ ± O C r + H
^
( l ) p K a = 7 . 5 (2 5
°
C ) ( S n o e y i n k a n d J e n k i n s , 1 9 8 0)
H y p o c h l o r o u s a c i d i s a p p r o x im a t e l y 8 0 t im e s m o r e e f f e c t i v e a t d i s i n f e c t i o n t h a n t h e
h y p o c h l o ri t e i o n a n d t h e a c i d fo r m i s m o r e a b u n d a n t a t l o w p H ; th u s d i s i n f e c t i o n i s m o r e
e f f e c t i v e u n d e r a c i d i c c o n d i t i o n s (G r a y , 1 9 9 4 ) . I n p r a c t i c e , t h e r e a r e s o m e l i m i t a t i o n s t o
t h e e f f e c t i v e n e s s o f c h l o ri n e
, p a r t i c u l a r l y w i t h h a r d y p a th o g e n s , s u c h a s
C r yp t o sp o r i d i u m . A n 8 0 m g /L c o n c e n t r a t i o n o f c h l o ri n e i s n e e d e d t o i n a c t i v a t e m o r e t h a n
9 9% o f t h i s m i c r o b e a t a 90 m i n u t e c o n t a c t t im e (K o ri c h e t a l . , 1 9 9 0 ) O n th e o t h e r h a n d ,
fr e e c h l o ri n e c a n i n a c t i v a t e h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f b a c t e ri a a t a c o n c e n t r a t i o n o f 1 m g / L
a n d a c o n t a c t t i m e o f 3 0 m i n u t e s (G e r b a , 2 0 0 0 ) . I n t h e c a s e o f £
■
c o l i
,
i t w a s r e p o rt e d t h a t
d i s i n f e c t i o n w i t h c h l o ri n e a t a 0 . 2 m g / L r e s i d u a l , 2 5
°
C a n d p H 7 r e s u l t e d in > 4 l o g i o
r e du c t i o n o f t h e b a c t e ri a a t 1 5 m i n u t e s o f e x p o s u r e (So b s e y , 19 8 9 ) .
A n o t h e r c h e m i c a l o f c h o i c e i s c h l o r i n e d i o x i d e (C IO 2 ) , w h i c h , u n l i k e c h l o ri n e ,
d o e s n o t r e a c t w i t h a m m o n i a o r o r g a n i c c o m p o u n d s t o f o r m th e p o t e n t i a l l y c a r c i n o g e n i c
b y
-
p r o d u c t s , s u c h a s t ri h a l o m e t h a n e . H o w e v e r , t h i s s t r o n g o x i d a n t m u s t b e g e n e r a t e d o n
s i t e b y th e r e a c t i o n o f s o d i u m c h l o r i t e w i t h c h l o ri n e g a s (e q u a t i o n 2 ) ( G e r b a , 2 0 0 0 ) :
2 N a C 10 2 + C l 2
- > 2 C IO 2 + 2 N a C l (2 )
T h e u s e o f t h i s o x i d a n t i s l im i t e d b e c a u s e t h e m a x i m u m r e s i d u a l t h a t d o e s n o t c a u s e
a d v e r s e t a s t e a n d o d o r p r o b l e m s i s 0 . 4 t o 0 . 5 m g / L a s C IO 2 . F u rt h e r m o r e , a 1 9 7 4 s t u d y
s u g g e s t e d t h a t c h l o ri n e d i o x i d e r e s i d u a l s h a v e m o d e r a t e s t a b i l i t y d u ri n g d i s t ri b u t i o n ,
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h o w e v e r i t i s u n c e r t a i n t h a t t h e a n a l y t i c a l t e c h n i q u e s u s e d a d e q u a t e l y d i f f e r e n t i a t e d
c h l o r i n e d i o x i d e f r o m i t s r e a c t i o n p r o d u c t s (H a a s , 1 9 9 9 ) .
A n a l t e r n a t i v e t r e a tm e n t t h a t i s r e c e i v i n g a t t e n t i o n i n t h e w a t e r i n d u s t r y i s
o z o n a t i o n . O z o n e (O 3 ) i s a p o w e r f u l o x i d a n t a n d c a n r e a d i l y k i l l m i c r o b e s , i m p r o v e c o l o r ,
a n d r e d u c e t a s t e a n d o d o r o f d r i n k i n g w a t e r . H o w e v e r , i t i s e x p e n s i v e , m u s t b e p r o d u c e d
o n - s i t e b y s k i l l e d t e c hn i c i a n s a n d d o e s n o t p r o v i d e a r e s i d u a l (G r a y , 1 9 94 ) . T h e
a d v a n t a g e o f o z o n a t i o n i s t h a t t h e c o n t a c t t i m e r e q u i r e d f o r i n a c t i v a t i o n o f m i c r o b e s a t
s e v e r a l m g / L d o s e s i s t y p i c a l l y q u i t e s h o r t , s e c o n d s t o s e v e r a l m i n u t e s , c o m p a r e d t o
l o n g e r d i s i n f e c t i o n t im e s c o m m o n l y u s e d f o r c h l o r i n e a n d c h l o r a m i n e s (H a a s , 1 9 9 9) .
H o w e v e r , t h e f o r m a t i o n o f b r o m a t e b y o z o n a t i o n r a i s e s c o n c e r n s d u e t o t h e p o t e n t i a l
c a r c i n o g e n i c i t y o f b r o m a t e i n d i s i n f e c t e d w a t e r s (H a a s , 1 9 9 9 ) .
U l t r a v i o l e t r a d i a t i o n
,
t h e e l e c t r o m a g n e t i c e n e r g y i n t h e r a n g e o f - 2 0 0 t o 3 0 0 n m
i s a l s o a p o w e r f u l d i s i n f e c t a n t t h a t d o e s n o t p r o d u c e k n o w n c a r c i n o g e n i c o r t o x i c b y ¬
p r o d u c t s o r c a u s e t a s t e a n d o d o r p r o b l e m s (G r a y , 1 9 9 4 ) . T h i s t e c h n i q u e r e s u l t s i n
s u b s t a n t i a l i n a c t i v a t i o n o f s o m e m i c r o b e s , s p e c i f i c a l l y C p a r v u m o o c y s t s . S h i n e t a l .
(2 0 0 1 ) f o u n d a p p r o x im a t e l y a 3 l o g i o r e d u c t i o n i n i n f e c t i v i t y o f t h i s h a r dy p a r a s i t e w i t h a
l o w - p r e s s u r e U V s y s t e m d o s e d a t 3 m J/ c m
^
.
H o w e v e r , l im i t a t i o n s t o t h i s t e c h n o l o g y d o
e x i s t . F o r e x a m p l e , t h e i n t e r f e r e n c e b y s u s p e n d e d m a t t e r i n t h e w a t e r m a y i n h i b i t t h e
a c t i o n o f U V l i g h t p e n e t r a t i n g t h e m i c r o o r g a n i s m s , r e q u i r i n g t h e n e e d f o r p r i o r f i l t r a t i o n .
F u r t h e r m o r e
,
n o r e s i d u a l i s f o r m e d t o p r o v i d e p r o t e c t i o n a g a i n s t m i c r o b e s i n t h e
d i s t r i b u t i o n s y s t e m a n d , t h e r e f o r e , s e c o n d a r y t r e a t m e n t w i t h a c h e m i c a l o x i d a n t i s
n e c e s s a r y f o r d r i n k i n g w a t e r s y s t e m s (G e r b a , 2 0 0 0 ) .
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A l t h o u g h o z o n a t i o n a n d u l t r a v i o l e t r a d i a t i o n h a v e b e e n s h o v s^n t o p r o v i d e t h e b e s t
d i s i n f e c t i o n m e a s u r e s a g a i n s t C r y p t o s p o r i d i u m , n e i t h e r t e c hn i q u e p r o v i d e s a r e s i d u a l t o
p r o t e c t a g a i n s t m i c r o b i a l g r o w t h i n t h e d i s t r i b u t i o n s y s t e m . T h u s , s e c o n d a r y d i s i n f e c t i o n
i s r e q u i r e d . T h e M a x i m u m R e s i d u a l D i s i n f e c t a n t L e v e l (M R D L ) i s t h e l e v e l o f a
d i s i n f e c t a n t a d d e d f o r w a t e r t r e a tm e n t t h a t m a y n o t b e e x c e e d e d a t t h e c u s t o m e r
'
s t a p
w i t h o u t a n i n t o l e r a b l e ri s k o f i l l h e a l t h e f f e c t s (U SE PA , 19 9 9 a ) . T h e WH O gu i d e l i n e
v a l u e f o r f r e e c h l o ri n e i n d ri n k i n g w a t e r i s 5 m g / L (WH O , 1 9 9 6 ) . A l t h o u g h t h i s v a l u e i s
o n t h e c o n s e r v a t i v e s i d e a c c o r d i n g t o t h e WH O , t h e E P A h a s e s t a b l i s h e d a M R D L o f 4 . 0
m g /L a s C I 2 f o r c h l o ri n e a n d c h l o r a m i n e d i s i n f e c t a n t s a n d a M R D L o f 0 . 8 m g / L a s C I O 2
f o r c h l o r in e d i o x i d e d i s i n f e c t a n t s (U SE PA , 19 9 9 a ) .
C . 5 . M I O X
,
I n c . a n d E l e c t r o c h e m i c a l l y G e n e r a t e d O x i d a n t s
I n 1 9 82
,
t h e U n i t e d S t a t e s A r m y c h a l l e n g e d L o s A l a m o s T e c h n i c a l A s s o c i a t e s ,
I n c . (L A T A ) t o b u i l d a p o rt a b l e w a t e r d i s i n f e c t i o n u n i t , w h i c h w o u l d b e p r a c t i c a l i n
r e m o t e l o c a t i o n s
,
f u n c t i o n u n d e r a n y c i r c u m s t a n c e s a n d e l im i n a t e t h e u s e o f h a z a r d o u s
c h e m i c a l s . T h e o u t c o m e w a s s u c c e s s f u l a n d a n o n - s i t e m i x e d o x i d a n t g e n e r a t o r w a s
d e v e l o p e d t o p u r i f y c o n t a m i n a t e d d r i n k i n g w a t e r . T h e L A T A u n i t e l e c t r o l y z e s a s o d i u m
c h l o ri d e (N a C l ) s o l u t i o n b y p u m p i n g b ri n e t h r o u gh a n o n - m e m b r a n e e l e c t r o l y t i c c e l l t o
p r o du c e a m i x e d o x i d a n t d i s i n f e c t a n t s o l u t i o n (M IO X , 2 0 0 1 ) .
R e c o g n i z i n g t h e a d v a n t a g e s o f t h i s t e c h n o l o g y , t h e f i r s t p ri v a t e
- s e c t o r p r o t o t y p e
w a s d e v e l o p e d i n 1 9 8 5 a n d p a t e n t e d i n 1 9 8 8 . S i x y e a r s l a t e r , M I O X , I n c . w a s fo r m e d i n
r e s p o n s e t o t h e s u c c e s s o f t h e w a t e r d i s i n f e c t i o n a p p a r a t u s d e v e l o p e d b y L A T A . S e v e r a l
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t y p e s a n d s i z e s o f M I O X u n i t s h a v e b e e n d e v e l o p e d a n d r e s e a r c h i s c u r r e n t l y b e i n g
c o n d u c t e d t o o p t i m i z e t h e i r p e r f o r m a n c e a s w e l l a s t o f u r t h e r d e v e l o p a m i n i a t u r i z e d
v e r s i o n o f t h i s t e c h n o l o g y (i . e . t h e p e n c e l l ) . W h i l e t h e M IO X u n i t s a r e p r im a r i l y u s e d f o r
d r i n k i n g w a t e r d i s i n f e c t i o n , t h e y c a n a l s o b e a p p l i e d t o w a s t e w a t e r , c o o l i n g t o w e r s ,
c o m m u n i t y s w im m i n g p o o l s , a n d f r u i t a n d m e a t p r o c e s s i n g (M I O X , 2 0 0 1 ) .
M I O X u n i t s p r o v i d e a s a f e a l t e r n a t i v e t o s o m e o th e r t r a d i t i o n a l d i s i n f e c t i o n
t e c h n i q u e s , s u c h a s g a s e o u s c h l o r i n a t i o n a n d o z o n a t i o n . T h e m i x e d o x i d a n t d i s i n f e c t a n t i s
g e n e r a t e d o n - s i t e u s i n g N a C l , w a t e r a n d e l e c t r i c i t y , w i t h o u t t h e u s e o f h a z a r d o u s
c h e m i c a l s W a t e r t r e a tm e n t p l a n t s w h i c h i n c o r p o r a t e M I O X s y s t e m s , r e p o r t b i o fi lm a n d
a l g a l r e m o v a l f r o m t h e d i s t r i b u t i o n s y s t e m a n d , c o m p a r e d t o t r e a tm e n t b y c h l o r i n a t i o n ,
l o w e r r a t e s o f t r i h a l o m e t h a n e (T H M ) f o r m a t i o n a n d a l o n g e r - l a s t i n g c h l o r i n e r e s i d u a l
(M I O X , 2 0 0 1 ) A c c o r d i n g t o p r e v i o u s l a b o r a t o r y s t u d i e s , t h e m i x e d o x i d a n t s o l u t i o n h a s
b e e n m o r e e f f e c t i v e t h a n c h l o r i n e a t i n a c t i v a t i n g m i c r o b e s (M I O X , 19 9 8 ) . A ft e r 6 0
m i n u t e s o f c o n t a c t a n d d i s i n f e c t i o n m e a s u r e d a s 4 . 0 m g / L o f i n i t i a l f r e e c h l o r i n e
c o n c e n t r a t i o n , E s c h e r i c h i a c o l i a n d B a c i l l u s s u b t i l i s s p o r e s w e r e i n a c t i v a t e d b y 6 a n d 4
l o g i o , r e s p e c t i v e l y . W i t h t h e e q u i v a l e n t o f a 3 . 5 m g / L i n i t i a l fr e e c h l o r i n e c o n c e n t r a t i o n
a n d 3 0 m i n u t e s o f c o n t a c t t i m e , G i a r d i a w a s i n a c t i v a t e d b y 4 l o g i o G i v e n s u c h r e s u l t s ,
m i x e d o x i d a n t s p r e s e n t a s u i t a b l e a l t e r n a t i v e t o c h l o r i n e f o r d r i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t .
G e n e r a t i o n o f m i x e d o x i d a n t s i n t h e e l e c t r o c h e m i c a l c e l l p r o du c e s n u m e r o u s
c h e m i c a l s p e c i e s . T h e o v e r a l l c h e m i c a l r e a c t i o n f o r t h i s p r o c e s s i s (W h i t e , 19 9 9 ) :
N a C l + H 2O + e l e c t r i c c u r r e n t
- > N a O H + Vi C I 2 + V2 H 2 (3 )
A t t h e a n o d e a n d i n s o l u t i o n , t h e f o l l o w i n g r e a c t i o n s (4 - 9 ) a r e p r o p o s e d t o o c c u r (C r a y t o n
e t a l .
,
1 9 9 7 ) :
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A n o d e : 2 C I
'
- > C I 2 + 2 e
"
(f o l l o w e d b y r a p i d h y d r o l y s i s ) (4 )
S o l u t i o n : C I 2 + H 2 O ^ H O C l + H C l (5 )
H O C l ^ O C r + H
^
(6 )












O 2 + O H
"





T h e m a j o r p r o d u c t i s c h l o r i n e (a s H O C l , O C l
"
a n d C I 2 ) , b u t o t h e r d i s i n f e c t a n t s , i n c l u d i n g
c h l o r i n e d i o x i d e (C IO 2 ) a n d o z o n e (O 3 ) , a r e p o s s i b l y f o r m e d O t h e r o x i d a t i o n s t a t e s o f
c h l o r i n e (i . e . c h l o r i t e (C I O 2 I , c h l o r a t e (C IO 3
"
) , a n d p e r c h l o r a t e (C IO 4
'
)) m a y a l s o b e
p r o d u c e d b u t r e a c t r a p i d l y w i t h C I2 . F u r t h e r m o r e , a c c o r d i n g t o e l e c t r o c h e m i c a l t h e o r y ,
h y d r o c h l o r i c a c i d (H C l ) , a n d h y d r o g e n p e r o x i d e (H 2 O 2 ) a r e f o r m e d a t t h e a n o d e (C r a y t o n
e t a l
,
1 9 9 7 ) . T h e s e a f o r e m e n t i o n e d s p e c i e s c o m p r i s e t h e a n o l y t e , o r d i s i n f e c t a n t (p H 3 -
4 ) , b u t t h e e x a c t c h e m i s t r y h a s y e t t o b e de t e r m i n e d (G o r d o n , 19 9 8 ) . A t t h e c a t h o d e , t h e
p r im a r y r e a c t i o n i s :
2 H 2O + 2 e
'
^ H 2 (g a s ) + 2 O H
"
( 1 0 )
H o w e v e r
,
s o d i u m h y d r o x i d e (N a O H ) i s a l s o p r o d u c e d i n t h e c a t h o l y t e s o l u t i o n (p H 1 0 )
(C a s t e e l , 1 9 9 8 ) .
A s in d i c a t e d a b o v e , o x i d a n t s s u c h a s C I O 2 a n d O 3 a r e t h o u gh t t o b e p r e s e n t i n
q u a n t i t a t i v e l y s m a l l c o n c e n t r a t i o n s . H o w e v e r , t h e h i g h b a c k g r o u n d o f c h l o r i n e i n t h e
d i s i n f e c t a n t s o l u t i o n h a s p o s e d o b s t a c l e s t o t h e i d e n t i f i c a t i o n o f o t h e r c h em i c a l s p r e s e n t .
I n a s t u d y b y D o w d ( 19 9 4 ) , i t w a s d e t e r m i n e d t h a t a s m a l l a m o u n t o f O 3 ( 1 . 1 m g / L ) w a s
p r e s e n t i n t h e m i x e d o x i d a n t s o l u t i o n . F u r t h e rm o r e , i n d u s t r i a l h y g i e n e s t u d i e s b y
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B r a d f o r d a n d B a k e r ( 19 9 5 ) i n d i c a t e d th a t b o t h O 3 a n d C IO 2 w e r e g e n e r a t e d a t t h e a n o d e
o f t h e M I O X c e l l .
H o w e v e r
,
o t h e r r e s e a r c h e r s h a v e e n c o u n t e r e d d i f fi c u l t y i n d e t e c t i n g t h e s e o x i d a n t
s p e c i e s i n s o l u t i o n . F o r e x a m p l e , G o r d o n ( 19 9 8 ) a t t e m p t e d t o c h a r a c t e r i z e t h e
c o n s t i t u e n t s o f t h e m i x e d o x i d a n t s o l u t i o n a n d fo u n d t h a t C IO 2 a n d O 3 w e r e b e l o w t h e
d e t e c t i o n l im i t o f 0 . 15 m g /L , e v e n t h o u gh m a s k i n g a ge n t s w e r e u s e d f o r c h l o r i n e . I t w a s
d e t e r m i n e d t h a t f r e e a v a i l a b l e c h l o r i n e (F A C ) a n d O 3 r e a c t i n s o l u t i o n w i t h i n
m i l l i s e c o n d s . T h u s , e v e n i f O 3 w e r e p r e s e n t d u r i n g t h e e l e c t r o l y s i s o f t h e s a l t s o l u t i o n , i t
w o u l d r e a d i l y r e a c t w i t h t h e F A C a n d b e d e p l e t e d p r i o r t o d i s i n f e c t i o n . F u r t h e r m o r e , t h e
O 3 a n d C IO 2 c o m p a t i b i l i t y t e s t s in d i c a t e d a n i n h e r e n t i n s t a b i l i t y o f s o l u t i o n s c o n t a i n i n g
t h e s e c o m p o u n d s a n d a n i n a b i l i t y o f t h e s e o x i d a n t s t o e x i s t s im u l t a n e o u s l y i n s o l u t i o n .
T h e s e e m p i r i c a l f i n d i n g s a r e s u p p o r t e d b y t h e k i n e t i c r a t e c o n s t a n t (k ) f o r t h e r e a c t i o n o f
m o l e c u l a r O 3 w i t h C IO 2 , w h i c h i n d i c a t e s t h e r a p i d d i s a p p e a r a n c e o f C I O 2 i n t h e p r e s e n c e
o f O 3 i n a d i l u t e a q u e o u s s o l u t i o n (K a r p e l V e l L e i t n e r e t a l . , 1 99 6 ) .





C I O 2 + C I O 3 + H 2O ^ 2 H C IO 3 ( 12 )
T h u s
,
t h e c h e m i c a l n a t u r e o f o z o n e a n d c h l o r i n e d i o x i d e i s c o m p l e x a n d m u s t b e f u r t h e r
i n v e s t i g a t e d t o d e t e r m i n e t h e p r e s e n c e a n d f a t e o f t h e s e o t h e r c o n s t i t u e n t s o f t h e m i x e d
o x i d a n t s o l u t i o n .
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D . D i s i n f e c t i o n K i n e t i c s
I n 1 9 0 8 , C h i c k s t u d i e d th e d i s i n f e c t i o n o f B a c i l l u s a n t h r a c i s s p o r e s w i t h p h e n o l
a n d f o u n d t h e r a t e o f i n a c t i v a t i o n t o p r o c e e d b y a f i r s t - o r d e r c h em i c a l r e a c t i o n . S h e
c o n s i d e r e d t h e d i s i n f e c t a n t t o r e p r e s e n t o n e r e a g e n t a n d t h e p r o t o p l a s m o f t h e m i c r o b e t o
r e p r e s e n t t h e o t h e r . T h u s , t h e n u m b e r s o f s u r v i v i n g b a c t e r i a r e p l a c e d t h e c o n c e n t r a t i o n o f
t h e r e a c t i n g s u b s t a n c e , a n d t h e r e a c t i o n v e l o c i t y a t a n y t i m e i s p r o p o r t i o n a l t o t h e n u m b e r
o f o r g a n i s m s s u r v i v i n g a t a n y m o m e n t (C h i c k , 1 9 0 8 ) . T h e m o d e l C h i c k p r o p o s e d w a s
(G e r b a , 2 0 0 0 ):
In (N t /N o ) = - k t ( 1 3 )
w h e r e N t = # o f m i c r o o r g a n i s m s a s t im e t
N
o
= # o f m i c r o o r g a n i s m s a t t i m e 0
k = r a t e c o n s t a n t ( 1/ t im e )
t = t im e
T h i s m o d e l i s b a s e d o n t h e t h e o r y t h a t a l l o f t h e m i c r o b e s u n d e r g o i n g i n a c t i v a t i o n a r e
e qu a l l y s e n s i t i v e t o t h e d i s i n f e c t a n t a n d t h a t t h e y a r e r a n d o m l y d i s t r i b u t e d . A d d i t i o n a l l y ,
i t a s s u m e s t h a t t h e c o n d i t i o n s o f d i s i n f e c t i o n
,
s u c h a s t e m p e r a t u r e , p H , c h e m i c a l
c o m p o s i t i o n o f t h e w a t e r , d i s i n f e c t a n t d e m a n d a n d t h e p h y s i o l o g i c a l s t a t e o f t h e
m i c r o b e s , a r e c o n s t a n t (WH O , 19 9 6 ) .
T o a c c o u n t f o r t h e e f f e c t o f v a r y i n g d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n s , W a t s o n p r o p o s e d
t h e f o l l o w i n g e m p i r i c a l m o d e l (WH O , 19 9 6 ; Wa t s o n , 1 9 0 8 ),
C
"
t = k ( 14 )
w h e r e C = c o n c e n t r a t i o n o f d i s i n f e c t a n t
n = d i l u t i o n e x p o n e n t
t = c o n t a c t t im e
k = c o n s t a n t o f p r o p o r t i o n a l i t y
5 6
T h e a s s u m p t i o n s o f t h i s f u n c t i o n a r e t h a t m i c r o b e s a r e g e n e t i c a l l y s i m i l a r a n d th e y a r e
k i l l e d b y a s i n gl e h i t a n d a t a s i n g l e s i t e (G y u r e k a n d G o r d o n , 1 9 9 8 ) I n t h e c a s e o f w a t e r
d i s i n f e c t i o n
,
n i s c l o s e t o 1 a n d t h e p r o d u c t o f c o n c e n t r a t i o n o f d i s i n f e c t a n t a n d th e
c o n t a c t t i m e n e e d e d t o r e m o v e 9 9 % o f a m i c r o b e i s t e r m e d t h e C T 9 9 v a l u e (W H O , 19 9 6 )
I n c o r p o r a t i n g W a t s o n
'
s m o d i f i c a t i o n t o C h i c k
'
s m o d e l g i v e s t h e C h i c k - W a t s o n
L a w s h o w n b e l o w :
I n (N t /N o ) = - k C
"
t ( 1 5 )
W h e n C , n a n d k a r e c o n s t a n t , t h e r e i s n o d e m a n d a n d t h e c o n c e n t r a t i o n o f d i s i n f e c t a n t i s
c o n s t a n t . T h e r a t e l a w a b o v e i s r e p r e s e n t a t i v e o f a t h o r o u gh l y m i x e d b a t c h s y s t e m . T h e
s im p l i c i t y o f t h i s m o d e l m a k e s i t a p p e a l i n g f o r d e s i g n a n d r e g u l a t o r y p r a c t i c e . C o n t a c t
t i m e s d e r i v e d f r o m l a b o r a t o r y s t u d i e s a n d t h e C h i c k - W a t s o n L a w a r e o ft e n u s e d i n t h e
d e s i g n o f d i s i n f e c t i o n s y s t e m s (G y u r e k a n d F i n c h , 1 9 9 8 ) . M o r e o v e r , a s p r e v i o u s l y
m e n t i o n e d , C T v a l u e s a r e u t i l i z e d t o c o m p a r e b i o c i d a l e f f i c a c y o f v a r i o u s d i s i n f e c t a n t s
U n d e r i d e a l c i r c u m s t a n c e s
,
a p l o t o f t h e l o g (N t /N o ) v e r s u s t im e p r o d u c e s a
s t r a i g h t l i n e . H o w e v e r , m a n y m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n s t u d i e s d o n o t c o n f o r m t o f i r s t - o r d e r
k i n e t i c s . F i g u r e 2 d i s p l a y s t h e t y p e o f k i n e t i c s t y p i c a l l y o b s e r v e d . C u r v e A d e p i c t s a
c o n v e x , o r s h o u l d e r , s u r v i v a l c u r v e . T h i s m a y r e s u l t w h e n o r g a n i s m s a r e c l u m p e d
t o g e t h e r o r t h e r e a r e s e v e r a l c r i t i c a l s i t e s w i t h i n t h e c e l l t h a t m u s t b e h i t b e f o r e
i n a c t i v a t i o n o c c u r s . C u r v e B i s r e p r e s e n t a t i v e o f a l o g - l i n e a r s y s t e m a b i d i n g b y t h e
C h i c k - W a t s o n L a w . C u r v e C s h o w s a c o n c a v e , o r t a i l i n g o f f , s u r v i v a l c u r v e . T h i s m i g h t
o c c u r w h e n t h e r e i s c l u m p i n g , g e n e t i c a l l y c o n fe r r e d r e s i s t a n c e , o r a r e s i s t a n t
s u b p o p u l a t i o n s u r v i v i n g d u e t o p r o t e c t i o n b y i n t e r f e r i n g s u b s t a n c e s , s u c h a s s u s p e n d e d
m a t t e r i n t h e w a t e r (G e r b a , 2 0 0 0 ).
5 7
T im e
F i g u r e 2 : T y p i c a l I n a c t i v a t i o n K i n e t i c s f o r M i c r o b i a l D i s i n f e c t i o n (A d a p t e d fr o m G e r b a ,
2 0 0 0 ) .
O t h e r f a c t o r s w h i c h c o n t r i b u t e t o n o n - f i r s t o r d e r i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s i n c l u d e ( 1 )
t h e t i m e r e q u i r e d f o r t h e d i s i n f e c t a n t t o r e a c h c r i t i c a l s i t e s o n o r i n t h e m i c r o b e , (2 ) t h e
t im e i n w h i c h i r r e v e r s i b l e d a m a g e t o t h e c e l l c a n o c c u r , (3 ) h e t e r o g e n e o u s d i s t r i b u t i o n o f
t h e m i c r o b e s w i t h v a r y i n g s e n s i t i v i t y t o t h e d i s i n f e c t a n t , (4 ) m i c r o b i a l a g g r e g a t i o n w h i c h
p r e v e n t s s im u l t a n e o u s c o n t a c t w i t h th e di s i n f e c t a n t , a n d (5 ) c h e m i c a l r e a c t i v i t y o f t h e
d i s i n f e c t a n t o v e r t im e a l t e r i n g i t s i n a c t i v a t i o n c a p a b i l i t i e s ( St e w a r t a n d O l s o n , 19 9 6 ) .
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A l t h o u gh t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l h a s b e e n w i d e l y a c c e p t e d , o t h e r k i n e t i c i n a c t i v a t i o n
m o d e l s h a v e b e e n d e v e l o p e d t o a c c o u n t f o r d e v i a t i o n s fr o m f i r s t - o r d e r k i n e t i c s (G y u r e k
a n d F i n c h , 19 9 8 ) .
E . S u m m a r y
C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m o o c y s t s a r e r e s i s t a n t w a t e r b o m e p a t h o g e n s c a p a b l e o f
c a u s i n g s e v e r e i l l n e s s i n t h e i m m u n o c o m p r o m i s e d a n d i n i m m u n o c o m p e t e n t p o p u l a t i o n s
o f d e v e l o p i n g c o u n t r i e s , a n d w i d e s p r e a d b u t m i l d e r i l l n e s s i n imm u n o c o m p e t e n t
p o p u l a t i o n s i n d e v e l o p e d c o u n t r i e s . I t i s im p o r t a n t t h a t s t u d i e s b e c o n d u c t e d t o e v a l u a t e
d i s i n f e c t i o n t e c h n o l o g i e s a b l e t o i n a c t i v a t e o o c y s t s i n dr i n k i n g w a t e r , a s w e l l a s i d e n t i f y
i n d i c a t o r m i c r o b e s t h a t a r e p r e d i c t i v e o f C p a r v u m p r e s e n c e i n a n d r e d u c t i o n b y
t r e a t m e n t o f c o n t a m i n a t e d w a t e r . T h i s s t u d y a n a l y z e s e l e c t r o c h e m i c a l l y - g e n e r a t e d
o x i d a n t s p r o du c e d f r o m m i n i a t u r i z e d p e n c e l l s f o r t h e i n a c t i v a t i o n o f C p a r v u m o o c y s t s
a n d B s u b t i l i s s p o r e s a t a 5 m g / L d o s e .
I I I . M a t e ri a l s a n d M e t h o d s
A O x i d a n t D e m a n d F r e e W a t e r
,
B u f f e r a n d G l a s s w a r e
T h e o x i d a n t d e m a n d fr e e (O D F ) w a t e r f o r e x p e ri m e n t s w a s p r o d u c e d b y p a s s i n g
w a t e r t hr o u gh a m a c r o r e t i c u l a r s c a v e n g i n g r e s i n b e d , a f t e r u n d e r g o i n g d e i o n i z a t i o n tw i c e
a n d f i l t r a t i o n t h r o u g h a n a c t i v a t e d c a r b o n f i l t e r (D r a c o r C o r p . , D u r h a m , N C ) . St o c k 0 . 1
M p o t a s s i u m p h o sp h a t e b u f f e r s (p H 4 . 5 o r 9 . 5 ) w e r e m a d e w i t h O D F w a t e r a c c o r d i n g t o
s t a n d a r d p r o t o c o l s (A P H A , 199 5) . B u f fe r s u s e d i n t h e e x p e ri m e n t s w e r e d i l u t e d i n O D F
w a t e r t o o b t a i n 0 . 0 1 M w o r k i n g s o l u t i o n s a n d a dj u s t e d t o t h e t a r g e t p H (7 o r 1 0 ) b y
c o m b i n i n g b u f f e r s a n d a dj u s t i n g t h e p H t o t h e t a r g e t w i t h H C l . G l a s s w a r e w a s s o a k e d i n
a 4 0 m g / L s o l u t i o n o f fr e e c h l o ri n e f o r a t l e a s t 2 4 h o u r s a n d ri n s e d 3 t i m e s w i t h O D F
w a t e r . I t w a s t h e n c o v e r e d w i t h a l u m i n u m f o i l a n d b a k e d f o r a t l e a s t 4 h o u r s a t
a p p r o x im a t e l y 2 0 0
°
C .
T h e " d i rt y
" b u f f e r w a s p r e p a r e d a s d e s c ri b e d a b o v e w i t h t h e a d d i t i o n o f n a t u r a l
c o n s t i t u e n t s U s i n g a M o d e l 2 10 0 N T u r b i d im e t e r (H a c h C o m p a n y ; L o v e l a n d , C O ) ,
W y o m i n g b e n t o n i t e c l a y w a s a d d e d t o r e a c h a t a r g e t t u r b i d i t y o f 5 (a c t u a l w a s 5 . 13 ±
0 . 16) N e p h e l o m e t ri c T u r b i d i t y U n i t s (N T U ) . F u l v i c a n d h u m i c a c i d s w e r e a d d e d t o
a c h i e v e a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 5 m g/ L e a c h . T h e W y o m i n g b e n t o n i t e c l a y w a s o b t a i n e d
fr o m a c o m m e r c i a l s o u r c e a n d p r o c e s s e d b y C a t o n ( 1 9 86 ) i n t h e e a r l y 1 9 8 0 s t o a c h i e v e a
p a rt i c l e s i z e r a n g e o f 0 . 2 t o 0 . 0 8 |xm b y a s e d im e n t a t i o n
- c e n t ri f u g a t i o n p u ri fi c a t i o n
t e c h n i q u e . F u l v i c a n d h u m i c a c i d s w e r e i s o l a t e d f r o m t h e S u w a n n e e R i v e r i n G e o r gi a b y
t h e I n t e r n a t i o n a l H u m i c S u b s t a n c e s S o c i e t y (I H SS ; S t . P a u l , M N ) .
6 0
B . P r o d u c t i o n o f E l e c t r o c h e m i c a l l y G e n e r a t e d O x i d a n t s (E C G O ) w i t h t h e P e n c e l l a n d t h e
S o d i u m H y p o c h l o r i t e D i s i n f e c t a n t
T w o p e n c e l l s w e r e u s e d i n t h i s s t u d y t o g e n e r a t e E C G O : N e w C e l l # 1 a n d F u l l
P e n ( 1 1 ) (F i g u r e s 3 a n d 4 ) .




C h a m b e r




N o n - c o n du c t i v e
O
<
F i g u r e 4 : C r o s s Se c t i o n o f t h e P e n c e l l
6 1
T o g e n e r a t e t h e E C G O , a 4 0 g / L N a C l ( s u r e s o ft e x t r a c o a r s e s a l t p r o v i d e d b y M I O X )
s o l u t i o n p r e p a r e d i n d i s t i l l e d w a t e r w a s p i p e t t e d i n t o t h e c h a m b e r s o f N e w C e l l # 1 a n d
F u l l P e n ( 1 1 ) ( 10 0 0 |i L a n d 10 9 5 )i L , r e s p e c t i v e l y ) . W i t h N e w C e l l # 1 , t h e o p e r a t o r
c o n t r o l l e d t h e v o l t a g e a p p l i e d a c r o s s t h e c e l l ( t a r g e t o f 4 . 8 0 v o l t s ) a n d m o n i t o r e d t h e
c u r r e n t (~ 0 8 t o 1 . 2 a m p e r e s ) . T h e e n e r g y s o u r c e w a s a p p l i e d f o r 3 0 s e c o n d s . H o w e v e r ,
w i t h F u l l P e n ( 1 1 ) , tw o 3 - v o l t l i t h i u m b a t t e r i e s (P a n a s o n i c ) w e r e u s e d a s t h e p o w e r
s o u r c e a n d th e v o l t a g e a n d c u r r e n t w e r e n o t r e c o r d e d . T h e F u l l P e n ( 1 1 ) i n d i c a t e d w h e n
t o t u r n t h e p o w e r o f f b y v i b r a t i n g (r u n t i m e a v e r a g e d 5 1 ± 9 s e c o n d s ) . A 2 5 \i L s a m p l e o f
t h e E C G O w a s t h e n d i l u t e d i n t h e t e s t b u f f e r a n d a n a l y z e d f o r t h e f r e e a v a i l a b l e c h l o r i n e
(F A C ) c o n c e n t r a t i o n . T a b l e 3 d i s p l a y s t h e F A C c o n c e n t r a t i o n s o b t a i n e d f o r t h e s t o c k
E C G O d i s i n f e c t a n t p r o d u c e d f o r e a c h e x p e r i m e n t . T h e a v e r a g e c o n c e n t r a t i o n s p r o du c e d
b y N e w C e l l # 1 a n d t h e F u l l P e n ( 1 1 ) w e r e 6 8 6 3 ± 17 1 1 a n d 2 5 2 0 ± 3 3 9 m g/ L ,
r e s p e c t i v e l y . B a s e d o n t h e s t o c k c o n c e n t r a t i o n s , t h e E C G O w a s d i l u t e d i n t h e t e s t b u f f e r
t o a c h i e v e a 5 m g / L d o s e T h e s o u r c e o f s o d i u m h y p o c h l o r i t e w a s c o m m e r c i a l h o u s e h o l d
b l e a c h (C l o r o x ) c o n t a i n i n g 5 . 2 5 % o r 6 . 0 0 % f r e e c h l o r i n e (F C ) . A 5 m g / L F C d i s i n f e c t a n t
w a s p r e p a r e d b y d i l u t i n g t h e b l e a c h s o l u t i o n w i t h t e s t b u f f e r .
6 2
T a b l e 3 : F A C C o n c e n t r a t i o n (m g / L ) Pr o d u c e d b y N e w C e l l # 1
a n d F u l l P e n ( 1 1)
E x p e r i m e n t
N u m b e r D a t e
St o c k C o n c e n t r a t i o n s (m g / L ) F A C )
N e w C e l l # 1 F u l l P e n ( 1 1)
1 3 / 5 / 0 1 7 6 8 0 2 7 6 0
3 / 1 2 / 0 1 8 4 8 0 2 2 8 0
3 / 2 6 / 0 1 6 4 4 0 n / a
4 / 2 /0 1 6 6 4 0 n / a
4 / 9 /0 1 n / a n / a
4 / 2 3 / 0 1 7 16 0 n / a
4 / 3 0 / 0 1 8 9 2 0 n / a
5 / 14 / 0 1 n / a n / a
5 / 1 7 / 0 1 74 0 0 n / a
10 5 / 2 1/ 0 1 7 4 0 0 n / a
1 1 5 / 2 8 / 0 1 7 84 0 n / a
1 2 5 / 3 1/ 0 1 7 3 6 0 n / a
1 3 6 / 4 / 0 1 3 8 80 n / a
1 4 6 / 6 / 0 1 3 16 0 n / a
E x c l u d i n g
d i r t y w a t e r
e x p t s . ( 1 3 &
14 )
A v e r a g e
S td . D e v .
7 5 3 2
7 5 5
2 5 2 0
3 3 9
I n c l u d i n g d i r t y
w a t e r e x p t s .
( 1 3 & 14 )
A v e r a g e
S td . D e v .




C . M e a s u r e m e n t o f T o t a l O x i d a n t s
T o t a l o x i d a n t s w e r e m e a s u r e d a s fr e e c h l o r i n e (m g/ L ) u s i n g t h e N ,N - d i e t h y l - p -
p h e n y l e n e d i a m i n e (D PD ) F e r r o u s T i t r im e t r i c M e t h o d 4 0 8 D (A P H A , 19 9 5 ) . T h e t e s t
s a m p l e v o l u m e o f 1 0 m L w a s d i l u t e d t o 1 0 0 m L w i t h t e s t b u f f e r .
6 3
D . B a c i l l u s s u b t i l i s
B s u b t i l i s v a r . n ig e r s p o r e s w e r e g e n e r a t e d b y a d a p t i n g t h e m e th o d s d e s c r i b e d b y
P o w e r s ( 19 6 8) , E v a n s a n d H a r r i s - Sm i t h ( 19 7 1 ) a n d W y a t t a n d W a i t e s ( 19 7 5 ) . B . s u b t i l i s
v a r . n ig e r (A m e r i c a n T y p e C u l t u r e C o l l e c t i o n , A T C C , S t r a i n S / 0 3 7 30 4 0 ) c o l o n i e s w e r e
g r o w n o n d e x t r o s e - t r y p t o n e (D T ) a g a r (D I F C O L a b o r a t o r i e s ; D e t r o i t , M I ) f o r a b o u t 2 4
h o u r s i n a n i n c u b a t o r (M o d e l 3 3 15 ; F o r m a Sc i e n t i f i c ; M a r i e t t a , O H ) a t 3 0
° C . O n e c o l o n y
w a s t h e n i n o c u l a t e d i n t o 2 5 o r 5 0 m L o f t r y p t i c s o y b r o t h (D I F C O L a b o r a t o r i e s ; D e t r o i t ,
M I ) i n 5 0 m L c o n i c a l t u b e s (S a r s t e d t , I n c . ; N e w t o n , N C ) a n d i n c u b a t e d o v e r n i g h t a t 3 6
°
C
o n a s h a k e r p l a t f o r m . P o r t i o n s o f t h e b r o t h c u l t u r e s w e r e d i l u t e d 10 - f o l d i n 0 . 1% p e p t o n e
(D I F C O L a b o r a t o r i e s ; D e t r o i t , M I ) w a t e r . B o t h u n d i l u t e d a n d d i l u t e d s a m p l e s ( 1 0 0 |Li L )
w e r e s p r e a d - p l a t e d i n d u p l i c a t e o n s p o r u l a t i n g a g a r , A K A g a r # 2 (B e c t o n D i c k i n s o n ;
S p a r k s , M D ) . B . s u b t i l i s s p o r e s w e r e g e n e r a t e d b y i n c u b a t i n g t h e p l a t e s f o r 3 t o 5 da y s a t
3 0 ° C . T h e p l a t e s w e r e r i n s e d w i t h 5 t o 1 0 m L o f s t e r i l e , d e i o n i z e d w a t e r t o h a r v e s t t h e
s p o r e s a n d th i s s u s p e n s i o n w a s t r a n s f e r r e d t o 5 0 m L c o n i c a l t u b e s . T h e s p o r e s w e r e t h e n
w a s h e d 3 t o 4 t i m e s w i t h ~ 2 5 m L o f s t e r i l e
,
d e i o n i z e d w a t e r i n a R C - 3 B r e f r i g e r a t e d
c e n t r i f u g e (S o r v a l l I n s t r u m e n t s ; N e w t o n , C T ) a t 4 , 00 0 r p m f o r 1 5 m i n u t e s a n d 4
° C . T h e
p e l l e t w a s r e s u s p e n d e d i n 1 m L o f s t e r i l e , d e i o n i z e d w a t e r a n d h e a t t r e a t e d a t 8 0
°
C f o r 3 0
m i n u t e s i n a w a t e r b a t h t o e l i m i n a t e a n y v e g e t a t i v e c e l l s . A ft e r s e r i a l l y d i l u t i n g t h e
s a m p l e s , t h e s p o r e t i t e r w a s t h e n c a l c u l a t e d b y th e D T v i a b i l i t y a s s a y b y s p o t
- p l a t i n g 10 0
^ L a l i q u o t s a t t h e c o n d i t i o n s i n d i c a t e d p r e v i o u s l y . T o fu r t h e r r e du c e o x i d a n t d e m a n d ,
sp o r e s t o c k s w i t h s u f f i c i e n t t i t e r s w e r e w a s h e d 3 t o 4 t im e s i n O D F b u f fe r i n a c e n t r i f u g e
(M o d e l 5 4 I 5 C ; B r i n km a n hi s t r u m e n t s , I n c . ; W e s t b u r y , N Y ) a t 13 , 0 0 0 r p m f o r 3 m i n u t e s .
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P u r i f i e d p e l l e t s w e r e k e p t a t 4
°
C u n t i l u s e . E x p e ri m e n t a l s a m p l e s w e r e s e ri a l l y d i l u t e d
a n d a s s a y e d b y t h e sp o t - p l a t e D T m e t h o d .
E . C r yp t o sp o r i d i u m p a r v u m
H i gh c o n c e n t r a t i o n s (a p p r o x im a t e l y 10
^
t o 1 0
^
o o c y s t s / m L ) o f b o v i n e - d e r i v e d C
p a r v u m o o c y s t s (I o w a s t r a i n ; P l e a s a n t H i l l F a rm , T r o y , I D ) w e r e r e c e i v e d i n a s o l u t i o n o f
p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e (P B S ) a n d a n t i b i o t i c s F o r t h e e x p e r i m e n t c o m p a ri n g t w o
s o u r c e s o f C . p a r v u m , t h e s e c o n d s o u r c e w a s r e c e i v e d f r o m t h e S t e r l i n g L a b o r a t o r y ,
U n i v e r s i t y o f A ri z o n a , i n a 0 . 1% T w e e n - a n t i b i o t i c s o l u t i o n . P ri o r t o w a s h i n g t h e o o c y s t s
f o r t h e e x p e ri m e n t s , t h e s t o c k C p a r v u m w a s e n u m e r a t e d in a d u a l - c h a m b e r
h e m a c y t o m e t e r u n d e r a m a g n i f i c a t i o n o f 2 5 0 X a ft e r a 1 : 1 0 0 d i l u t i o n . T h e c o n c e n t r a t i o n
o f o o c y s t s / m L w a s c a l c u l a t e d b y m u l t i p l y i n g t h e a v e r a g e o f f o u r g ri d c o u n t s b y 10
^
. A
p o rt i o n o f t h e s t o c k o o c y s t s u sp e n s i o n w a s t h e n d i l u t e d i n t e s t O D F b u f f e r t o r e a c h a
c o n c e n t r a t i o n o f l O
'
o o c y s t s /m L . O o c y s t s w e r e p r e p p e d f o r e a c h e x p e ri m e n t b y
c e n t ri fi i g i n g a t 13 , 0 0 0 r p m f o r 3 m i n u t e s i n s i l i c o n i z e d (S i gm a C o t e ; S i gm a ; S t . L o u i s ,
M O ) M i c r o T u b e s (S a r s t e d t , I n c . ; N e w t o n , N C ) t o fu rt h e r r e d u c e d e m a n d . T h e
s u p e r n a t a n t w a s r e m o v e d a n d t h e p e l l e t r e s u s p e n d e d i n 1 m L o f t e s t O D F b u f f e r f o r 2
m o r e w a s h i n g s . A f t e r t h e l a s t w a s h , t h e p e l l e t w a s r e s u s p e n d e d i n 10 |. i L o f t h e t e s t O D F
b u f f e r a n d s t o r e d a t 4
°
C .
T h e i n f e c t i v i t y o f t h e C . p a r v u m o o c y s t s w a s q u a n t i f i e d u s i n g a M a d i n
- D a r b y
C a n i n e - K i d n e y (M D C K ) c e l l c u l t u r e i n f e c t i v i t y a s s a y (m o d i f i e d f r o m A r r o w o o d e t a l . ,
1 9 9 4 ) . M D C K c e l l s r e c e i v e d fi o m th e L i n e b e r g e r C o m p r e h e n s i v e C a n c e r C e n t e r (C h a p e l
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H i l l
,
N C ) w e r e m a i n t a i n e d i n D u l b e c c o
'
s M o d i f i e d E a g l e M e d i u m (D - M E M / F - 1 2 ) ,
c o n t a i n i n g 15 m M H E PE S B u ff e r a n d L - g l u t a m i n e , a n d s u p p l e m e n t e d w i th 10 % f e t a l
b o v i n e s e r u m a n d a n t i b i o t i c s ( 50 [ i g / m L o f g e n t a m y c i n a n d 2 5 0 |Xg /m L k a n a m y c i n ) . T h e
c e l l s w e r e s e e d e d i n t o 4 - w e l l L a b - T e k I I C h a m b e r S l i d e s (N a l g e N u n c I n t e r n a t i o n a l ,
N a p e r v i l l e , I L ) a t a c o n c e n t r a t i o n o f 5 x l O
' *
c e l l s p e r c h a m b e r i n 1 m L o f U l t r a c u l t u r e
m e d i u m ( B i o Wh i t t a k e r C o m p a n y , W a l k e r s v i l l e , M D ) s u p p l e m e n t e d w i th a n t i b i o t i c s a n d
L - g l u t a m i n e . C e l l s w e r e t h e n i n c u b a t e d a t 3 7
"
C i n a 5 % C O 2 a tm o s p h e r e f o r f o u r d a y s .
O n t h e s e c o n d a n d t h i r d d a y s , t h e m e d i u m w a s a s p i r a t e d o f f a n d r e p l a c e d w i t h f r e s h , p r e -
w a r m e d (3 7
°
C ) U l t r a c u l t u r e m e d i u m s u p p l e m e n t e d w i t h L - g l u t a m i n e , a n t ib i o t i c s a n d
n y s t a t i n .
M D C K c e l l s t h a t w e r e f o u r d a y s o l d w e r e i n f e c t e d w i t h t h e e x p e r im e n t a l s a m p l e s
(F i g u r e 5 ) . A f t e r b e i n g p e l l e t e d a n d w a s h e d o n c e i n P h o s p h a t e B u f f e r e d S a l i n e / B o v i n e
Se r u m A l b u m i n (P B S/ B S A ) , 10 0 [i L a l i q u o t s o f b o t h u n d i l u t e d a n d 10 - f o l d d i l u t e d
s a m p l e s w e r e i n o c u l a t e d o n c e l l l a y e r s i n d u p l i c a t e . T h u s , t w o w e l l s w e r e u s e d f o r e a c h
d i l u t i o n a n d o n e e n t i r e s l i d e f o r e a c h e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n T h e c e l l s w e r e i n c u b a t e d
f o r 3 h o u r s a t 3 7
°
C fo r o o c y s t e x c y s t a t i o n a n d i n i t i a t i o n o f i n f e c t i o n b e f o r e fr e s h
U l t r a c u l t u r e m e d i u m w a s a d d e d .
T h e c e l l s w e r e i n c u b a t e d fo r a p p r o x im a t e l y 3 8 h o u r s t o a l l o w C p a r v u m i n f e c t i o n
t o o c c u r
,
a n d t h e n t h e s l i d e s w e r e p r o c e s s e d t o q u a n t i fy i n f e c t i o n . T h e f l u i d w a s a s p i r a t e d
o f f t h e c e l l s a n d th e l a y e r s w e r e f i x e d w it h a b s o l u t e m e t h a n o l (F i s h e r Sc i e n t i fi c ; F a i r
L a w n
,
N J) f o r 3 0 m i n u t e s a t r o o m t e m p er a t u r e (R T ) . N e x t , t h e c e l l s w e r e w a s h e d 3 t im e s
w i t h P B S a n d t h e s l i d e s w e r e i n c u b a t e d a g a i n f o r 3 0 m i n u t e s a t R T w i t h P B S / B SA t o
b l o c k th e a n t i b o d y f r o m b i n d i n g t o n o n s p e c i fi c s i t e s . T h e c e l l l a y e r s w e r e t h e n s t a i n e d
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w i t h 15 0 |l L o f f l u o r o c h r o m e (F IT C ) - l a b e l e d C 3 C 3 m o n o c l o n a l a n t i b o d y (m A b ) , d i l u t e d
1 : 3 0 0 i n P B S /B SA
, p e r w e l l . T h e m A b C 3 C 3 i s i n t h e I g G s c l a s s o f a n t ib o d i e s a n d i s
d i r e c t e d a g a i n s t c y t o p l a s m i c a n t i g e n s f o u n d i n s p o r o z o i t e , m e r o n t a n d g a m o n t l i f e c y c l e
s t a g e s o f C p a r v u m (Y o u e t a l . , 1 9 9 6 ) C 3 C 3 - p r o d u c i n g h y b r i d o m a c e l l s w e r e r e c e i v e d
fr o m M i c h a e l A r r o w o o d a t t h e C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l (A t l a n t a , G A ) a n d w e r e
c u l t u r e d i n I n t e g r a B i o s c i e n c e s C L 10 0 0 d u a l c h a m b e r fl a s k s (Ij a m s v i l l e , M D ) . T h e m A b
w a s t h e n p u r i f i e d b y p r o t e i n A c o l u m n t r e a t m e n t (B i o - R a d L a b o r a t o r i e s , C A ) a n d l a b e l e d
w i t h fl u o r e s c e i n i s o t h i o c y a n a t e (F IT C ) r e a c t i v e d y e (S i g m a ; S t . L o u i s , M O ). A ft e r
i n c u b a t i n g a n t i b o d y - t r e a t e d s l i d e s i n t h e da r k f o r 9 0 m i n u t e s o n a r o t a r y s h a k e r p l a t f o r m
a t ~ 2 0 - 3 0 r p m , t h e c e l l l a y e r s w e r e w a s h e d 3 t i m e s w i t h P B S . F i n a l l y , t h e s l i d e c h a m b e r s
w e r e r e m o v e d
, p o l y v i n y l a l c o h o l (S i g m a ; S t . L o u i s , M O ) / l , 4 - D i a z a b i c y c l o - [ 2 . 2 . 2 ]
o c t a n e (S i g m a ; S t . L o u i s , M O ) (P V A / D A B C O ) w a s a p p l i e d t o t h e c e l l s a n d t h e
c o v e r s l i p s w e r e s e a l e d w i t h c l e a r n a i l p o l i s h (F r e e r , 19 8 4 ; H a r l o w a n d L a n e , 19 8 8 ) . T h e
l a b e l e d l i v i n g s t a g e s w e r e t h e n r e a d y f o r o b s e r v a t i o n u n d e r e p i fl u o r e s c e n t m i c r o s c o p y
(L e i t z O r t h o p l a n 2 ; G e r m a n y ) (F i g u r e 6 ) m a g n i f i e d a t 2 5 0 X .
A q u a n t a l a p p r o a c h w a s u s e d t o d e t e r m i n e i n f e c t i v i t y b y s c o r i n g 4 8 s e q u e n t i a l ,
n o n - o v e r l a p p i n g m i c r o s c o p e fi e l d s a s p o s i t i v e o r n e g a t i v e A n y f i e l d w i t h a fl u o r e s c e n t
d e v e l o pm e n t a l s t a g e o f C . p a r v u m w a s p o s i t i v e , w h i l e f i e l d s w i t h o u t a n y fl u o r e s c e n t
d e v e l o p m e n t a l s t a g e s w e r e n e ga t i v e l y s c o r e d . A M o s t P r o b a b l e N u m b e r (M PN ) w a s
d e t e r m i n e d fo r o o c y s t i n f e c t i v i t y u s i n g t h e T h o m a s E q u a t i o n a n d s a m p l e s i n w h i c h t h e r e
w a s a m i x t u r e o f p o s i t i v e a n d n e g a t i v e fi e l d s .
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F i g u r e 5 : M D C K C e l l C u l t u r e I n f e c t i v i t y A s s a y f o r C . p a r v u m
C h a n g e u l t r a c u l t u r e m e d i a o n S a t u r d a y a n d S u n d a y (- 7 5 m L /w e l l , b u t l o o k a t g r o w t h t o d e c i d e v o l u m e )
C e n t r i f u g e e a c h e x p e r i m e n t a l s a m p le i n e p p e n d o r f t u b e s a t 13 , 0 0 0 r p m f o r 3 m i n u t e s
R e m o v e s u p e r n a t a n t ; r e s u s p e n d p e l l e t i n 1 m L P B S / B SA ; t a k e o u t h e m a c y t o m e t e r a l iq u o t s ;
c e n t r i f u g e a g a i n a t 13 , 0 0 0 f o r 3 m i n u t e s
R e m o v e s u p e r n a t a n t ; r e s u s p e n d p e l l e t i n 2 00 |x L ( f o r 4 - w e l l s l i d e s ) o f p r e w a r m e d (3 7
"
C ) m e d i a
A s p i r a t e o f f m e d i a f r o m c e l l l a y e r s a n d t r a n s f e r 1 0 0 \i h t o a w e l l (4 - w e l l s l i d e s , 2 w e l l s p e r c o n d i t i o n )
\
I n c u b a t e s li d e s a t 3 7
°
C (5 % C O 2) f o r 3 h o u r s
A d d f r e s h , p r e w a r m e d (3 7
°
C ) u l t r a c u l t u r e m e d i a (~ 7 5 m L / w e l l f o r 4 - w e l l s l i d e s )
\
I n c u b a t e s l i d e s f o r - 4 8 h o u r s a t 3 7
°
C ( 5 % C 0 2 )
\
A s p i r a t e o f f f l u i d f r o m s l i d e s a n d fi x c e l l l a y e r s w i t h . 7 5 m L / w e l l o f a b s o l u t e m e t h a n o l f o r 3 0 m i n a t R T
A s p i r a t e o f f m e t h a n o l ; w a s h w e l l s 3X w i th P B S ( 7 5 mL )
\
A s p ir a t e o f f P B S ; a d d 7 5 m L /w e l l P B S / B SA
I n c u b a t e s l i d e s f o r 3 0 m i n a t R T
A s p i r a t e o f f PB S /B SA
\
S t a i n c e l l l a y e r s w i t h 1 50 |XL / w e l l F I T C
- l a b e l e d C 3 C 3 mA b (d i l u t e d 1 : 30 0 i n P B S / B SA )
Co v e r s l i d e s w i t h f o i l a n d i n c u b a t e f o r 9 0 m i n a t R T o n s h a k e r p l a t f o r m
A s p i r a t e o f f s t a i n i n g s o l u t i o n a n d w a s h w e l l s 3 X w i t h PB S
A s p i r a t e o f f P B S a n d s l i d e c h a m b e r s ; a d d a f e w d r o p s o f PV A / D A B C O p e r c e l l l a y e r ; p u t o n c o
v e r s l i p a n d
s e a l w i t h n a i l p o l i s h
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F i g u r e 6 : L i f e s t a g e s o f C p a r v u m s t a i n e d w i t h
F I T C l a b e l e d m A b (M a g n i f i c a t i o n o f 1 0 0 0
x )(Im a g e t a k e n b y Ch ip S i m m o n s a n d p r e p a r e d
b y G w y - A m S h i n )
E x p e r im e n t a l s a m p l e s o f C p a r v u m o o c y s t s w e r e a l s o e n u m e r a t e d w i t h a d u a l -
c h a m b e r h e m a c y t o m e t e r t o c o n fi r m t h e c o n c e n t r a t i o n o f o o c y s t s i n o c u l a t e d i n t h e c e l l
c u l t u r e i n f e c t i v i t y a s s a y . B o t h t h e u n d i l u t e d (U n d ) a n d d i l u t e d ( 10
" '
) s a m p l e s a p p l i e d t o
t h e c e l l l a y e r s w e r e c o u n t e d . F u r t h e r m o r e , t h e u n d i l u t e d s a m p l e w a s d i l u t e d a g a i n (U n d
10
' '
) t o d e t e r m i n e t h e h e m a c y t o m e t e r c o u n t s f o r c o m p a r i s o n (F i g u r e 7 ) .






H e m a c y t o m e t e r C o u n t s : U n d U n d 10
"
I 1 : 10 d i l u t i o n ^
F i g u r e 7 : C p a r v u m D i l u t i o n Se r i e s f o r H e m a c y t o m e t e r C o u n t s o f E x p e r im e n t a l S a m p l e s
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F . E x p e ri m e n t a l D e s i g n
B a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e ri m e n t s w e r e m o d e l e d a f t e r t e s t d e s i g n s fr o m p r i o r w o r k
(V e n c z e l , 1 9 9 7 ; C a s t e e l , 1 9 9 8 ) . A s p r e v i o u s l y d i s c u s s e d , t h e E C G O a n d F C 5 m g /L s t o c k
s o l u t i o n s w e r e p r e p a r e d b y d i l u t i n g t h e s o u r c e o f d i s i n f e c t a n t w i t h t h e t e s t b u f f e r . A n
o x i d a n t d e m a n d (m o c k d i s i n f e c t i o n ) e x p e r i m e n t w a s p e r f o r m e d p ri o r t o t h e a c t u a l
d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t f o r b o t h d i s i n f e c t a n t s a n d b o t h t e s t m i c r o b e s . T h e t e s t w a t e r w a s
s p i k e d w i t h 10
*'
C . p a r v u m o o c y s t s /m L a n d 5 1 x l O
' *
t o 3 . 8 x 1 0
^
c o l o n y fo r m i n g
u n i t s / m L (c fu / m L ) o f B a c i l l u s s u b t i l i s s p o r e s . T h e E C G O d i s i n f e c t a n t w a s fr e s h l y
p r e p a r e d f o r b o t h th e d e m a n d e x p e r im e n t a n d t h e d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t . D u e t o t h e
h y p o t h e s i z e d e p h e m e r a l n a t u r e o f h i g h l y r e a c t i v e c o n s t i t u e n t s t h e E C G O s o l u t i o n , t h e
i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n f o r t h e E C G O w o r k i n g s o l u t i o n (t a r g e t 5 m g / L F A C , a c c e p t a b l e
r a n g e : 4 . 0 t o 6 . 0 m g / L F A C ) w a s n o t c o n fi r m e d i n t h e d e m a n d e x p e ri m e n t u n t i l t h e 1
m i n u t e t im e p o i n t .
T e n m L s a m p l e s o f e a c h d i s i n f e c t a n t w e r e t r a n s f e r r e d t o 5 0 m L , O D F , t e f lo n -
c o a t e d O a k R i d g e t u b e s (N a l g e N u n c I n t e r n a t i o n a l , N a p e r v i l l e , XL ) w i t h O D F s t i r b a r s
a n d p l a c e d i n a c i r c u l a t i n g w a t e r b a t h s e t a t t h e t a r g e t t e m p e r a t u r e . I n t h e d e m a n d
e x p e ri m e n t , a s e p a r a t e t u b e w a s u s e d f o r e a c h t im e p o i n t s i n c e t h e t i t r a t i o n r e q u ir e d t h e
e n t i r e 1 0 m L v o l u m e t o d e t e r m i n e t h e c o n c e n t r a t i o n o f d i s i n f e c t a n t b y t h e D PD t i t r a t i o n .
A ft e r c o n fi r m i n g th a t a r e l a t i v e l y s t a b l e r e s i d u a l (~ ± 1 m g/ L F A C ) w a s p r e s e n t o v e r t h e
t im e c o u r s e o f t h e e x p e ri m e n t , n e w s t o c k s o l u t i o n s o f d i s i n f e c t a n t w e r e m a d e a n d t e s t e d
f o r t h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n . W h e n t h e s t o c k d i s i n f e c t a n t s w e r e a p p r o x im a t e l y a t t h e 5
m g/ L d o s e , t h e t e s t e x p e ri m e n t w a s b e g u n . T h e d e s i g n w a s a s f o l l o w s (F i g u r e 8 ) :
7 0
E C G O
F i g u r e 8 : Sc h e m a t i c o f R e a c t i o n T u b e s f o r E x p e r im e n t
T h e s e t - u p u t i l i z e d 5 r e a c t i o n t u b e s w h e n b o t h m i c r o b e s a n d b o t h d i s i n f e c t a n t s w e r e
t e s t e d . T h e b i o l o g i c a l c o n t r o l (B C ) s a m p l e h a d 1 0 m L o f t h e t e s t b u f f e r a n d t h e m i c r o b e s
i n s u s p e n s i o n . B o t h t h e E C G O e x p e r im e n t a n d t h e E C G O c h e m i c a l c o n t r o l (C C) t u b e s
h a d 10 m L o f t h e 5 m g / L E CG O d i s i n f e c t a n t , b u t m i c r o b e s w e r e o n l y i n t h e e x p e r i m e n t a l
t u b e . Sim i l a r l y , t h e F C e x p e r im e n t a l t u b e h a d 10 m L o f d i s i n f e c t a n t a n d B s u b t i l is s p o r e s
w h i l e t h e C C h a d o n l y t h e d i s i n f e c t a n t . T w o m L s a m p l e s w e r e w i t h d r a w n a t e a c h t i m e
p o i n t ( 1 , 1 0 , 2 0 a n d 3 0 m i n u t e s ) f r o m t h e E C G O a n d F C e x p e r im e n t a l t u b e s a n d a d d e d t o
1 m L o f 0 . 0 0 6% s o d i u m t h i o s u l f a t e t o q u e n c h t h e a c t i o n o f t h e d i s i n f e c t a n t . T h e B C t im e
p o i n t s w e r e t a k e n a t 3 0 s e c o n d s (B C O), t o e n s u r e a de q u a t e m i x i n g o f t h e m i c r o b e s do s e d
i n t h e d i s i n f e c t a n t
,
a n d a t 3 0 m i n u t e s (B C 3 0 ) a n d w e r e a s s a y e d f o r b o t h m i c r o b e s . T h e 1 ,
1 0 a n d 3 0 m i n u t e E C G O s a m p l e s w e r e a s s a y e d f o r C p a r v u m o o c y s t i n f e c t i v i t y w h i l e
t h e 1 , 1 0 , 2 0 a n d 3 0 m i n u t e E C G O a n d F C s a m p l e s w e r e a s s a y e d f o r i n f e c t i v i t y o f B
s u b t i l i s s p o r e s im m e d i a t e l y a f t e r t h e e x p e r i m e n t
7 1
G . I n a c t i v a t i o n C a l c u l a t i o n s
T h e l o g i o i n a c t i v a t i o n fo r B . s u b t i l i s s p o r e s w a s c a l c u l a t e d b y d i v i di n g th e a v e r a g e
c o n c e n t r a t i o n o f m i c r o b e s , e n u m e r a t e d a s c f u / m L , s u r v i v i n g a t e a c h t im e p o i n t (N t ) b y
th e a v e r a g e c o n c e n t r a t i o n o f m i c r o b e s i n t h e b i o l o g i c a l c o n t r o l s a m p l e s (N o ) . T h e N o a n d
N t v a l u e s f o r i n f e c t i v i t y o f C . p a r v u m o o c y s t s w e r e M PN e s t i m a t e s o b t a i n e d b y t h e
T h o m a s e q u a t i o n (A P H A , 19 9 5 ) :
M PN = (# p o s i t i v e f i e l d s ) / ((# a l l f i e l d s x # n e g a t i v e f i e l d s )^ 0 . 5)
T h e n , t h e l o g i o i n a c t i v a t i o n o f C p a r v u m o o c y s t s w a s f o u n d i n t h e s a m e m a im e r a s f o r B .
s u b t i l i s s p o r e s . A n a v e r a g e i n a c t i v a t i o n r a t e (l o g i o (N t /N o )) w a s c a l c u l a t e d f o r r e p l i c a t e
e x p e r i m e n t s a n d p l o t t e d a g a i n s t t im e .
H . D a t a A n a l y s i s M e t h o d s
Th e a v e r a g e l o g i o i n a c t i v a t i o n r a t e s a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s a r e p r e s e n t e d f o r
du p l i c a t e e x p e ri m e n t s . L i n e a r r e g r e s s i o n a n a l y s i s f o r t h e l o g i o - i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s w a s
p e r f o r m e d o v e r t h e 3 0 m i n u t e t i m e p e ri o d f o r b o t h m i c r o b e s . T h r o u g h o u t t h i s r e p o rt ,
l o g i o w i l l b e r e f e r r e d t o a s l o g . A n o r m a l d i s t ri b u t i o n w a s a s s u m e d t o e x i s t s o t h a t 9 5 %
c o n f i d e n c e i n t e r v a l s (C I ) c o u l d b e c a l c u l a t e d f o r s t a t i s t i c a l c o m p a r i s o n s a t 3 0 m i n u t e s .
T h i s t im e p o i n t w a s c h o s e n , b e c a u s e t h e m a x im u m r e d u c t i o n i n i n f e c t i v i t y w a s t y p i c a l ly
a c h i e v e d b y t h i s p o i n t . B a r - g r a p h s w e r e c o n s t r u c t e d t o c o m p a r e t h e i n a c t i v a t i o n r a t e s a n d
i t w a s a s s u m e d th a t a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e e x i s t e d i f t h e m e a n a n d 9 5% C l
'
s d i d n o t
o v e r l a p .
V . R e s u l t s a n d D i s c u s s i o n
A . E x p e ri m e n t a l C o n d i t i o n s T e s t e d
F i v e s e t s o f e x p e ri m e n t a l c o n d i t i o n s w e r e i n v e s t i g a t e d (T a b l e 4 ) . I n E x p t . S e t 1 ,
t w o s o u r c e s o f E C G O d i s i n f e c t a n t w e r e a n a l y z e d (F u l l Pe n (1 1) a n d N e w C e l l # 1 ) f o r t h e
i n a c t i v a t i o n o f C p a r v u m o o c y s t s a n d B . s u b t i l is s p o r e s . E x p t . S e t 2 c o m p a r e d t h e
i n a c t i v a t i o n o f t w o s o u r c e s o f C p a r v u m o o c y s t s (M a s o n a n d St e r l in g ) w i t h t h e E C G O
p r o d u c e d b y N e w C e l l # 1 . E x p t . Se t s 3 a n d 4 t e s t e d t h e N e w C e l l # 1 d i s i n f e c t a n t a t 5
°
C
o r p H 10 , r e s p e c t i v e l y , f o r b o t h m i c r o b e s . E x p t . S e t 5 e x a m i n e d t h e N e w C e l l # 1
d i s i n f e c t a n t i n " d i r t y
" b u f fe r w i t h B . s u b t i l i s s p o r e s . E x p t . Se t s 1 , 3 , 4 a n d 5 a l s o t e s t e d B .
s u b t i l i s i n a c t i v a t i o n w i t h F C A l i s t o f a l l e x p e r i m e n t s o r g a n i z e d b y d a t e a n d a s u m m a r y
o f t h e d a t a i s f o u n d i n A p p e n d i x A . A p p e n d i c e s B - F a r e g r o u p e d a c c o r d i n g t o
e x p e ri m e n t a l s e t a n d i n c l u d e t h e r a w d a t a a n d r a w c a l c u l a t i o n s f o r e a c h e x p e ri m e n t .
H e m a c y t o m e t e r c o u n t s w e r e c o m p l e t e d t o e n s u r e t h a t t h e C . p a r v u m o o c y s t s w e r e
p r e s e n t a t t h e t a r g e t c o n c e n t r a t i o n w h e n i n f e c t i n g t h e M D C K c e l l s . T h e a v e r a g e d o s e o f
C p a r v u m w a s 5 . 1 ± 1 . 4 x 1 0
^
o o c y s t s / m L f o r a l l e x p e ri m e n t s (t a r g e t o f 1 . 0 x 1 0
^
o o c y s t s / m L ) . T h e c o n c e n t r a t i o n o f o o c y s t s a p p l i e d t o e a c h c e l l l a y e r b y e x p e r im e n t a l
c o n d i t i o n i s a l s o p r e s e n t e d in A p p e n d i c e s B - F . T h e m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n d a t a p r e s e n t e d
i n t h i s s e c t i o n a r e t h e a v e r a g e o f d u p l i c a t e e x p e ri m e n t s f o r e a c h e x p e ri m e n t a l s e t .
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T a b l e 4 : E x p e r i m e n t a l P a r a m e t e r s T e s t e d
E x p t . S e t D i s i n f e c t a n t p H T e m p . (
°
C ) W a t e r M ic r o b e s
F u l l P e n ( 11) 7 2 5 O D F B o t h
'
1 N e w C e l l # 1 7 2 5 O D F B o t h
F C 7 2 5 O D F B s u b t i l i s
2 N e w C e l l # 1 7 2 5 O D F
C p « r v . m (M a s o n )
C p a r v u m (S t e r l i n g )
N e w C e l l # 1 7 5 O D F B o t h
F C 7 5 O D F B s u b t i l i s
N e w C e l l # 1 10 2 5 O D F B o t h
F C 10 2 5 O D F B s u b t i l i s
5
N e w C e l l # 1 7 2 5 D i rt y
^
B s u b t i l i s
F C 7 2 5 D i r t y B s u b t i l i s
'
C p a r v u m a n d B s u b t i l i s
5 N T U a n d 5 m g / L o f b o t h h u m ic a n d fi i l v i c a c id s
A . l . E x p e r i m e n t a l S e t 1
E x p e r i m e n t a l S e t 1 : N e w C e l l # 1 v s . F u l l P e n ( 1 1) v s . F r e e C h l o r i n e , 5 m g / L , O D F
B u ff e r
, p H 7 , 2 5
°
C , C . p a r v u m a n d B . s u b t i l i s (R a w d a t a i n A p p e n d i x B )
O x i d a n t C o n c e n t r a t i o n s a n d p H
T h e r e s i d u a l c o n c e n t r a t i o n s d e t e c t e d a s f r e e a v a i l a b l e c h l o r i n e f o r e a c h
d i s i n f e c t a n t a s a f u n c t i o n o f t im e a r e d i s p l a y e d i n F i g u r e 9 . I n t h e fi r s t d e m a n d
e x p e r im e n t s , r e s i d u a l s w e r e b e t w e e n 4 . 4 a n d 4 9 m g / L f o r F u l l P e n ( 1 1 ) , 4 . 4 a n d 5 . 0
m g / L f o r N e w C e l l # 1 , a n d 5 . 1 a n d 5 8 m g / L fo r F C . T h e f r e e c h l o r i n e c o n c e n t r a t i o n s
d e t e c t e d i n t h e s e c o n d d e m a n d e x p e r im e n t s w e r e b e tw e e n 5 . 0 a n d 5 . 3 m g/ L f o r F u l l P e n
(1 1) , 4 . 0 a n d 4 . 5 m g /L f o r N e w C e l l # 1 , a n d 4 . 8 a n d 5 . 0 m g / L f o r F C . T h e a v e r a g e
r e s i d u a l s f o r t h e e x p e r im e n t a l s e t w e r e 4 . 9 , 4 . 4 a n d 5 . 2 m g / L fo r F u l l P e n ( 1 1 ) , N e w C e l l
# 1 a n d F C
,
r e s p e c t i v e ly .
I n t h e a c t u a l d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s , t h e t a r g e t d o s e o f d i s i n f e c t a n t w a s 5 m g /L ,
b u t t h e c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d a t 0 m i n u t e s w e r e 5 . 1 ± 0
.
4 m g / L f o r F u l l P e n ( 1 1 ) , 5 . 0 ± 0 . 2









m i n u t e s w e r e 5 . 2 ± 0 . 0 m g /L f o r F u l l P e n ( 1 1 ) , 5 . 1 ± 0 . 1 m g / L f o r N e w C e l l # 1 , a n d 5 . 1 ±
0 . 4 m g / L fo r F C . T h u s , t h e d i s i n f e c t a n t s w e r e n o t d e p l e t e d d u r i n g t h e c o u r s e o f t h e
e x p e r i m e n t a n d a s u f f i c i e n t r e s i d u a l , c l o s e t o t h e t a r g e t d o s e o f 5 m g / L , r e m a i n e d . T h e p H
w a s 6 . 9 8 ± 0 . 0 2 f o r t h e e x p e r i m e n t s c o n d u c t e d a t t h e s e c o n d i t i o n s .
A - - F u l l P e n ( 1 1) R u n 1
♦ F r e e C h lo ri n e R u n 1
- 0— N e w C e l l # 1 R u n 2
- ^ — N e w C e l l # 1 R u n 1
O - - F u l l P e n ( 11) R u n 2
















T im e (m i n )
30 4 0
F i g u r e 9 : C h l o r i n e R e s i d u a l D a t a fo r D e m a n d E x p e r i m e n t s w i t h C .
p a r v u m a n d B . s u b t i l i s a t a 5 m g / L D o s e , p H 7 a n d 2 5
°
C i n O D F
B u f f e r
T a b l e 5 a n d F i gu r e s 10 a n d 1 1 d i s p l a y t h e i n a c t i v a t i o n o f 5 s u b t i l i s s p o r e s a n d C .
p a r v u m o o c y s t s a t a 5 m g / L d o s e , p H 7 a n d 2 5
' '
C i n O D F B u f f e r . T h e E C G O p r o d u c e d
b y N e w C e l l # 1 a n d F u l l P e n ( 1 1 ) i n a c t i v a t e d B s u b t i l i s b y < 1 l o g i o a t 10 m i n u t e s a n d
> 4 . 8 l o g i o a t 3 0 m i n u t e s . T h e i n a c t i v a t i o n o f 5 s u b t i l i s b y FC w a s s im i l a r , d i s p l a y i n g a
1. 3 a n d > 4 . 8 l o g i o r e d u c t i o n a t 1 0 a n d 3 0 m i n u t e s , r e s p e c t i v e l y . T h e r e w a s n o d e t e c t a b l e
r e d u c t i o n o f C . p a r v u m b y e i t h e r E C G O d i s i n f e c t a n t b a s e d o n a l a c k o f a n i n f e c t i v i t y t i t e r
r e d u c t i o n w i t h i n c r e a s i n g c o n t a c t t im e .
7 5
T a b l e s 6 a n d 7 s h o w t h e l i n e a r r e g r e s s i o n a n a l y s e s f o r t h e l o g - in a c t i v a t i o n o f 5 .
s u b t i l i s s p o r e s a n d C p a r v u m o o c y s t s , r e s p e c t i v e l y . T h e l o g - l i n e a r i t y o f t h e di s i n f e c t i o n
c u r v e s f o r B s u b t i l i s (R
^
> 0 . 9 7 ) i n d i c a t e s t h a t t h e d a t a a r e l o g - n o r m a l , o r f i r s t - o r d e r ,
w i t h b o t h t h e E C G O d i s i n f e c t a n t s a n d F C . F u r t h e r m o r e , t h e s l o p e s o f t h e r e g r e s s i o n l i n e s
w e r e - 0 . 1 6 l o g i o /m i n , w h i c h d e m o n s t r a t e s m i c r o b i a l r e d u c t i o n . T h e d i s i n f e c t i o n k i n e t i c s
f o r C p a r v u m w i th N e w C e l l # 1 (R
^ = 0 . 4 1 ) a n d w i t h F u l l P e n ( 1 1 ) (R
^ = 0 . 3 4 ) w e r e n o t
w e l l - d e s c r i b e d b y l o g - n o r m a l , o r fi r s t - o r d e r , k i n e t i c s . T h e l o g i o N t / N o v a l u e s a r e h i g h e r
t h a n 0 . 0 , w h i c h i s i n d i c a t i v e o f n o i n a c t i v a t i o n . F u r t h e r m o r e , b o t h s l o p e s o f t h e
i n a c t i v a t i o n l i n e s w e r e 0 . 0 1 l o g i o/ m i n , i n d i c a t i n g n o m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n b e t w e e n 1 a n d
3 0 m i n u t e s .
T a b l e 5 : B . s u b t i l i s a n d C p a r v u m I n a c t i v a t i o n a t 5 m g /L , p H 7 a n d 2 5
°
C i n O D F
B u f f e r
L o g i o I n a c t i v a t i o n ( S t d D e v )
T i m e ( m i n ) B s u b t i l i s C p a r v u m
N e w C e l l # 1 F u l l P e n ( 1 1) F C N e w C e l l # 1 F u l l P e n ( 1 1)
1 - 0 1 (0 . 1) - 0 1 ( 0 1) 0 0 (0 1) 0 5 ( 0 0 ) 0 5 (0 2 )
10 - 0 8 (0 . 1) - 0 9 ( 0 0 ) - 1 3 ( 0 2 ) 0 7 (0 2 ) 0 5 (0 4 )
30 > - 4 8 (0 0 ) > - 4 8 ( 0 0 ) > - 4 8 ( 0 1) 0 7 (0 1) 0 6 (0 5 )
T h e fi n a l o x i d a n t r e s i d u a l s w e r e : 5 . 1( 0 1) m g / L f o r N e w C e l l # 1 , 5 2 ( 0 0 ) m g /L f o r F u l l P e n ( 1 1)
a n d 5 1 ( 0 4 ) m g / L f o r F C .
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■ N e w C e l l # 1
-
iSr - F u l l P e n ( 1 1) F r e e C h l o r i n e
T im e (m m )
4 0
F i g u r e 1 0 : I n a c t i v a t i o n o f 5 . s u b t i l i s w i t h N e w C e l l # 1 , F u l l
P e n ( 1 1) a n d F C a t 5 m g / L , p H 7 a n d 2 5
' '
C i n O D F B u f fe r
(h o r i z o n t a l l i n e d e n o t e s t h e d e t e c t i o n l i m i t a t - 4 . 8 l o g i o )
T a b l e 6 : R e g r e s s i o n A n a l y s i s f o r t h e I n a c t i v a t i o n o f 5 s u b t i l i s a t
5 m g / L , p H 7 a n d 2 5
°
C i n O D F B u f f e r
D i s i n f e c t a n t E q u a t i o n
S l o p e
(l o g i p / m in )
R
"
N e w C e l l # 1 y
= - 0 16 x + 0 2 3 - 0 16
F u l l P e n ( 1 1) y = - 0 16 x + 0 2 0 - 0 16
F C y






N e w C e l l # 1
- A - F u l l P e n ( 1 1)
10 2 0
T im e (m in )
3 0 4 0
F i g u r e 1 1 : I n a c t i v a t i o n o f C . p a r v u m w i t h N e w C e l l # 1 a n d
F u l l P e n ( 1 1 ) a t 5 m g / L , p H 7 a n d 2 5
° C i n O D F B u f f e r
T a b l e 7 : R e g r e s s i o n A n a l y s i s f o r t h e I n a c t i v a t i o n o f C . p a r v u m a t
5 m g / L , p H 7 a n d 2 5
°
C i n O D F B u f f e r
D i s i n f e c t a n t E q u a t i o n
S l o p e
(l o g i p / m i n )
R
^
N e w C e l l # 1 y
= 0 0 1x + 0 3 1 0 0 1




A . 2 . E x p e r i m e n t a l S e t 2




2 s o u r c e s o f C
p a r v u m (M a s o n , r e g u l a r s o u r c e , a n d St e r l i n g , s e c o n d s o u r c e ) (R a w d a t a i n A p p e n d i x C )
O x i d a n t C o n c e n t r a t i o n s a n d p H
T h e r e s i d u a l s f o r t h e E C G O s o l u t i o n w e r e m o n i t o r e d o v e r t i m e f o r e x p e r i m e n t s
w i t h e a c h s o u r c e o f C . p a r v u m t e s t e d a n d a r e d i s p l a y e d i n F i g u r e 1 2 . I n t h e f i r s t d e m a n d
e x p e r i m e n t s , t h e r e s i d u a l s w e r e b e t w e e n 4 . 9 a n d 5 . 2 m g /L f o r t h e M a s o n C p a r v u m
o o c y s t s a n d 4 . 6 a n d 4 . 8 m g / L f o r t h e S t e r l i n g C p a r v u m o o c y s t s . T h e fr e e c h l o r i n e
c o n c e n t r a t i o n s d e t e c t e d i n t h e s e c o n d d e m a n d e x p e r i m e n t s r a n g e d fr o m 5 . 8 t o 6 . 2 m g / L
f o r t h e M a s o n C . p a r v u m o o c y s t s a n d 5 . 4 t o 5 . 6 m g / L f o r t h e S t e r l i n g C . p a r v u m o o c y s t s .
T h e a v e r a g e r e s i d u a l s f o r t h e s e e x p e r im e n t a l p a r a m e t e r s w e r e 5 . 5 a n d 5 . 1 m g /L f o r t h e
M a s o n a n d S t e r l i n g C p a r v u m o o c y s t s , r e s p e c t i v e l y .
I n t h e a c t u a l d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s , t h e t a r g e t d o s e o f d i s i n f e c t a n t w a s 5 m g / L ,
b u t t h e c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d a t 0 m i n u t e s w e r e 5 . 4 ± 0 . 1 m g / L fo r t h e M a s o n C p a r v u m
o o c y s t s a n d 5 . 6 ± 0 2 f o r t h e S t e r l i n g C . p a r v u m o o c y s t s . T h e fi n a l c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d
a t 3 0 m i n u t e s w e r e 5 2 ± 0 . 4 m g / L f o r t h e M a s o n C p a r v u m o o c y s t s a n d 5 . 3 ± 0 . 0 f o r t h e
S t e r l i n g C p a r v u m o o c y s t s . T h u s , t h e s o u r c e o f C . p a r v u m o o c y s t s di d n o t a f f e c t t h e
p r e s e n c e o f a s t a b l e o x i d a n t r e s i d u a l . T h e p H w a s 7 . 0 0 ± 0 . 0 1 f o r t h e e x p e r i m e n t s
c o n d u c t e d a t t h e s e c o n d i t i o n s .
7 9
- ><— M a s o n R u n 1
O - M a s o n R u n 2
■ St e r l i n g R u n 1 1
S t e r l i n g R u n 2
^ So 5 0 ^
- X
10 15 2 0
T i m e (m in )
2 5 3 0 3 5
F i g u r e 1 2 : C h l o r i n e R e s i d u a l D a t a f o r D e m a n d E x p e r i m e n t s w i t h
rHT a n dl Z- 'c t gnVaX " * " " ^ = ^ " « - ' - ^ ^ - -
T a b k 8 a n d F i g u r e 1 3 d i s p l a y t h e d i s i n f e c t i o n d a t a o f M a s o n a n d St e r l i n g C .
p a n ^ m o o c y s t s a . a 5 m g / L d o s e , pH 7 a n d 25 T in O D F b u f f e r . T h e E C G O p r o du c e d b y
N e w Ce l l # 1 d i d n o t sh o w a n y d e t e c t a b l e i n f e c t i v i t y r e d u c t i o n f o r e i t h e r s o u r c e o f C
p a r r u , n o o c y s t s . T a b l e 9 sh o w s t he r e g r e s s i o n a n a ly s i s o f t h e l o g - i n a c t i v a t t o n d a t a . T h e
R v a l u e s o f 0 . 4 8 a n d 0 . 0 7 f o r M a s o n a n d St e r l i n g C p a ^ n , o o c y s t s , r e s p e c t i v e l y ,
i n d i c a t e a p o o r fi t t o a l o g - l i n e a r , o r fi r s t - o r d e r
,
m o d e l f o r i n a c t t v a t i o n k t n e t ic s .
F u r t h e n n o r e , t h e s l o p e s o f t h e r e g r e s s i o n l i n e s fo r t h e t i m e p o t m s b e t w e e n 1 a n d 3 0
m i n u t e s a r e e q u a l t o o r a lm o s t 0 . 0 0 l o g , o/m , n , s h o w tn g a l a c k o f i n c r e a s i n g i n a c t i v a t i o n
o v e r t im e .
8 0
T a b l e 8 : M a s o n a n d S t e r l i n g C p a r v u m
I n a c t i v a t i o n a t 5 m g / L , p H 7 a n d 2 5
° C i n
O D F B u f f e r
T i m e
( m i n )
L o g i o I n a c t i v a t i o n ( S t d D e v )
C p a r v u m




0 2 ( 0 0 )
0 6 ( 0 3 )
0 5 ( 0 5 )
0 3 ( 0 . 1)
0 4 ( 0 1)
0 3 ( 0 1)
T h e f i n a l o x i d a n t r e s i d u a l s w e r e : 5 2 (0 4 ) m g / L f o r
t h e M a s o n C p a r v u m o o c y s t s a n d 5 . 3 ( 0 . 0 ) f o r t h e
S t e r l i n g C p a r v u m o o c y s t s
• M a s o n C p a r v u m





T i m e (m in )
2 5 3 0 35
F i g u r e 1 3 : I n a c t i v a t i o n o f M a s o n a n d S t e r l i n g C . p a r v u m w i t h
N e w C e l l # 1 a t 5 m g / L , p H 7 a n d 2 5
°
C i n O D F B u f f e r
T a b l e 9 : R e g r e s s i o n A n a l y s i s f o r t h e I n a c t i v a t i o n o f M a s o n a n d
St e r l i n g C p a r v u m a t 5 m g / L , p H 7 a n d 2 5
°
C i n O D F B u f fe r
D i s i n f e c t a n t E q u a t i o n
S l o p e
(l o g i p / m in )
R
^
M a s o n
S t e r l i n g
y
= 0 0 1x + 0 2 0
y
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p a r v u m a n d B . s u b t i l i s (R a w d a t a i n A p p e n d i x D )
O x i d a n t C o n c e n t r a t i o n s a n d p H
I n t h i s e x p e r i m e n t a l s e t , t h e m i c r o b e s w e r e t e s t e d o n s e p a r a t e o c c a s i o n s b e c a u s e a
h i g h - t i t e r e d s t o c k o f 5 s u b t i l i s s p o r e s w a s n o t a v a i l a b l e d u r i n g t h e C . p a r v u m t r i a l s .
F u r t h e r m o r e
,
d u e t o t h e r a p i d i n c r e a s e i n i n a c t i v a t i o n b e t w e e n t h e 10 a n d 30 m i n u t e t i m e
p o i n t s f o r B s u b t i l is i n t h e fi r s t e x p e r i m e n t a l s e t , a 2 0 m i n u t e t i m e p o i n t w a s a d d e d f o r
t h e r e m a i n d e r o f t h e s t u d y . T h e r e s i du a l c o n c e n t r a t i o n s d e t e c t e d a s fr e e c h l o r i n e fo r e a c h
d i s i n f e c t a n t o v e r t i m e a r e d i s p l a y e d i n F i g u r e 1 4 . I n t h e d e m a n d e x p e r i m e n t s , t h e
r e s i d u a l s r a n g e d f r o m 4 . 8 t o 5 . 3 m g /L a n d 4 . 2 t o 4 . 8 m g / L f o r t h e C . p a r v u m r u n s w i t h
N e w C e l l # 1 . T h e f r e e c h l o r i n e c o n c e n t r a t i o n s d e t e c t e d i n t h e B s u b t i l i s d e m a n d
e x p e r i m e n t s r a n g e d f r o m 4 . 6 t o 4 . 8 m g /L a n d 5 0 t o 5 . 4 m g / L f o r N e w C e l l # 1 i n t h e f i r s t
a n d s e c o n d r u n s
,
r e s p e c t i v e l y . A t t h e s e c o n d i t i o n s , F C d e m a n d c o n c e n t r a t i o n s r a n g e d
f r o m 4 . 6 t o 4 . 8 m g / L a n d 4 . 3 t o 4 . 4 m g /L fo r t h e t w o r u n s . T h e r e s i d u a l s a v e r a g e d 4 . 8
m g /L f o r t h e N e w C e l l # 1 C . p a r v u m r u n , 5 . 0 m g / L f o r t h e N e w C e l l # 1 B . s u b t i l i s r u n ,
a n d 4 . 5 m g / L fo r t h e F C B . s u b t i l i s r u n .
I n t h e a c t u a l d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s , t h e t a r g e t d o s e o f d i s i n f e c t a n t w a s 5 m g / L ,
b u t t h e c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d a t 0 m i n u t e s w e r e 5 . 4 ± 0 . 0 m g / L fo r t h e C p a r v u m
e x p e r im e n t s w i t h N e w C e l l # 1 , 4 . 8 ± 0 . 3 m g / L f o r B . s u b t i l i s w i t h N e w C e l l # 1 , a n d 4 . 5 ±
0 . 3 m g / L f o r B . s u b t i l i s w i t h F C . T h e fi n a l c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d a t 3 0 m i n u t e s w e r e 4 . 9 ±
0 . 1 m g / L f o r t h e C p a r v u m e x p e r i m e n t s w i t h N e w C e l l # 1 , 4 . 8 ± 0 . 3 m g/ L f o r B s u b t i l i s
w i t h N e w C e l l # 1 , a n d 4 . 6 ± 0 . 3 m g / L fo r 5 s u b t i l is w i t h F C . T h u s , t h e d i s i n f e c t a n t s
^^ ^ ^ ^ ^>f^ ?^ ^ \
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w e r e r e l a t i v e l y s t a b l e d u ri n g t h e c o u r s e o f t h e e x p e r im e n t . T h e p H w a s 6 . 9 7 ± 0 . 1 1 f o r





■ ^ — N e w C e l l # 1 R u n 1 N e w C e l l # 1 R u n 2
■ A - - N e w C e l l # 1 R u n 3 - - O ■ - N e w C e l l # 1 R u n 4
♦ F r e e C h l o r i n e R u n 1 ■ F r e e C h l o r i n e R u n 2
U 0 0
5 « 5 0
10 15 2 0
T im e ( m in )
2 5 3 0 3 5
F i g u r e 14 : C h l o ri n e R e s i d u a l D a t a fo r D e m a n d E x p e r im e n t s w i t h C
p a r v u m a n d B s u b t i l i s a t a 5 m g / L D o s e , p H 7 a n d 5
°
C i n O D F
B u f f e r
T a b l e 1 0 a n d F i g u r e s 1 5 a n d 16 d i s p l a y t h e i n a c t i v a t i o n o f 5 s u b t i l i s s p o r e s a n d
C p a r v u m o o c y s t s a t a 5 m g / L d o s e , p H 7 a n d 5
°
C i n O D F b u f f e r . T h e i n a c t i v a t i o n o f 5 .
s u b t i l i s i n c r e a s e d a s t i m e p r o g r e s s e d , w i t h a 0 . 5 l o g i o r e d u c t i o n a t 2 0 m i n u t e s a n d 1 9
l o g i o r e d u c t i o n a t 30 m i n u t e s w i t h t h e E C G O d i s i n fe c t a n t . S im i l a r l y , B . s u b t i l i s
i n a c t i v a t i o n w i t h F C w a s 0 . 4 l o g i o a t 2 0 m i n u t e s a n d 1 5 l o g i o a t 3 0 m i n u t e s T h e r e w a s
n o d e t e c t a b l e i n f e c t i v i t y r e d u c t i o n o f C p a r v u m o o c y s t s b y t h e N e w C e l l # 1 E C G O
d i s i n f e c t a n t
8 3
T a b l e s 1 1 a n d 1 2 d i s p l a y t h e r e g r e s s i o n a n a l y s e s f o r t h e l o g
- i n a c t i v a t i o n o f t h e
b a c t e r i u m a n d p a r a s i t e , r e s p e c t i v e l y . T h e l o g - l i n e a r i t y o f t h e d i s i n f e c t i o n c u r v e s f o r S
s u b t i l i s s p o r e s (R
^
> 0 . 8 1) i n d i c a t e s t h e d a t a a r e a p p r o x im a t e l y l o g - n o r m a l , o r
e x p o n e n t i a l , f o r b o t h t h e E C G O a n d F C . M o r e o v e r , t h e s l o p e s a r e
- 0 . 0 6 a n d - 0 . 0 5
l o g i o /m i n f o r t h e E C G O a n d F C , r e s p e c t i v e l y , s u g g e s t i n g m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n . V i s u a l
e x a m i n a t i o n o f t h e g r a p h s u g g e s t s i n c r e a s i n g r a t e s o f s p o r e i n a c t i v a t i o n o v e r t i m e , o r s o -
c a l l e d m u l t i - h i t k i n e t i c s . T h e r e d u c t i o n o f 5 s u b t i l i s s p o r e s o c c u r r e d a t a fa s t e r r a t e o v e r
t h e 3 0 m i n u t e p e r i o d i n E x p t . S e t 1 a t 2 5
°
C f o r b o t h E C G O a n d F C (s l o p e s = - 0 . 1 6
l o g i o / m i n ) . L i n e a r r e g r e s s i o n a n a l y s i s o f t h e C p a r v u m i n f e c t i v i t y d a t a b e t w e e n 1 a n d 3 0
m i n u t e s p r o d u c e s a p o o r f i t (R = 0 . 2 6 ) a n d a s l o p e o f 0 . 0 1 l o g i o /m i n . T h e l o g i o N t /N o
v a l u e s r a n g e f r o m 0 . 4 t o 0 . 5 a n d a r e g r e a t e r t h a n t h e v a l u e o f 0 0 , w h i c h i s t h e v a l u e
i n d i c a t i v e o f n o i n a c t i v a t i o n . A l t h o u gh t h e s t a t i s t i c a l o b s e r v a t i o n i s d i f fi c u l t t o i n t e r p r e t
d u e t o t h e l o w R v a l u e
,
t h e r e w a s n o d e t e c t a b l e o o c y s t i n a c t i v a t i o n b e c a u s e o o c y s t s
i n c r e a s e d i n t h e i r i n f e c t i v i t y t i t e r o v e r t i m e .
T a b l e 10 : 5 s u b t i l i s a n d C . p a r v u m I n a c t i v a t i o n a t 5 m g /L ,
p H 7 a n d 5
° C i n O D F B u f f e r
L o g 10 I n a c t i v a t i o n ( S t d D e v )
T i m e (m i n ) B s u b t i l i s C p a i
-
v u m
N e w C e l l # 1 F C N e w C e l l # 1
1 0 1 ( 0 0 ) 0 0 (0 0 ) 0 4 ( 0 3 )
10 - 0 1 (0 1) 0 0 (0 0 ) 0 5 (0 1)
2 0 - 0 5 (0 2) - 0 4 ( 0 0)
3 0 - 1 9 (0 9 ) - 1 5 (0 1) 0 4 ( 0 0 )
T h e fi n a l o x i d a n t r e s i d u a l s w e r e : 4 9 (0 1) m g / L f o r t he C p a r v u m
e x p e r i m e n t s w i t h N e w C e l l # 1 , 4 8 (0 3 ) m g / L f o r S s u b t i l i s w i t h







- 2 . 0
- 2 . 5
■ N e w C e l l # 1 F r e e C hl o r i n e
10 1 5 2 0
T i m e ( m in )
2 5 3 0 3 5
F i g u r e 1 5 : In a c t i v a t i o n o f 5 . s u b t i l i s w i t h N e w C e l l # 1 a n d F C a t
5 m g / L , p H 7 a n d 5
°
C i n O D F B u f f e r
8 4
T a b l e 1 1 : R e g r e s s i o n A n a l y s i s f o r t h e In a c t i v a t i o n o f 5 s u b t i l i s a t
5 m g / L , p H 7 a n d 5
°
C i n O D F B u f f e r
D i s i n f e c t a n t E q u a t i o n
S l o p e
(l o g i p / m i n )
R
^
N e w C e l l # 1
F C
- 0 0 6 x + 0 2 3
- 0 0 5 X + 0 1 8
- 0 0 6




■ N e w C e l l # 1
T im e (mm)
4 0
F i g u r e 16 : I n a c t i v a t i o n o f C p a r v u m w i th N e w C e l l # 1 a t 5
m g /L , p H 7 a n d 5
° C i n O D F B u f fe r
T a b l e 12 : R e g r e s s i o n A n a l y s i s f o r t h e I n a c t i v a t i o n o f C p a r v u m
a t 5 m g / L , p H 7 a n d 5
°
C i n O D F B u f fe r
D i s i n f e c t a n t E q u a t i o n
S l o p e
( l o g i p / m in )
N e w C e l l # 1 y
= 0 0 1x + 0 2 4 0 0 1 0 2 6
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C . p a r v u m a n d B . s u b t i l i s (R a w d a t a i n A p p e n d i x E )
O x i d a n t c o n c e n t r a t i o n s a n d p H
T h e r e s i du a l c o n c e n t r a t i o n s d e t e c t e d a s fr e e c h l o r i n e f o r e a c h d i s i n f e c t a n t o v e r
t im e a r e d i s p l a y e d i n F i g u r e 1 7 . h i t h e f i r s t d e m a n d e x p e r im e n t s , t h e r e s i du a l s w e r e 5 . 5 t o
6 . 5 m g / L f o r N e w C e l l # 1 a n d 4 . 7 t o 5 . 0 m g / L f o r F C . T h e fr e e c h l o r i n e c o n c e n t r a t i o n s
d e t e c t e d i n t h e s e c o n d d e m a n d e x p e r im e n t s w e r e 4 . 7 t o 5 . 0 m g / L f o r N e w C e l l # 1 a n d 5 . 3







d i s i n f e c t a n t s t h r o u g h o u t t h e e x p e ri m e n t , a v e r a g i n g 5 . 3 a n d 5 . 2 m g /L f o r E C G O a n d F C ,




I n t h e a c t u a l d i s i n f e c t i o n e x p e ri m e n t s , t h e t a r g e t d o s e o f d i s i n f e c t a n t w a s 5 m g / L ,
b u t t h e c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d a t 0 m i n u t e s w e r e 5 . 4 ± 0 . 2 m g / L fo r N e w C e l l # 1 , a n d 5 . 3 ±
0 . 6 m g /L f o r F C . T h e fi n a l c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d a t 3 0 m i n u t e s w e r e 5 . 2 ± 0 . 4 m g / L fo r
N e w C e l l # 1 , a n d 5 2 ± 0 . 7 m g / L f o r F C . T h e p H w a s 9 . 4 0 ± 0 . 4 4 f o r t h e e x p e ri m e n t s
c o n d u c t e d a t t h e s e c o n d i t i o n s . T h i s i s b e l o w t h e t a r g e t o f p H 10 . 0 0 ; h o w e v e r , t h e v o l u m e
o f N e w C e l l # 1 a n d F C e x p e ri m e n t a l d i s i n fe c t a n t s a m p l e s w e r e q u i t e l o w . T h u s , t h e p H









■ N e w C e l l # 1 R u n 1
- N e w C e l l # 1 R u n 2
F r e e C h lo ri n e R u n 1
■ F r e e C h l o r i n e R u n 2
g w ) 5 0 -
10 15 2 0
T im e (m i n )
2 5 3 0 3 5
F i g u r e 17 : C h l o ri n e R e s i d u a l D a t a f o r D e m a n d E x p e ri m e n t s w i t h C .
p a r v u m a n d B . s u b t i l i s a t a 5 m g / L D o s e , p H 10 a n d 2 5
°
C i n O D F
B u f f e r
8 7
T a b l e 13 a n d F i g u r e s 1 8 a n d 19 d i s p l a y t h e i n a c t i v a t i o n o f B . s u b t i l i s s p o r e s a n d
C . p a r v u m o o c y s t s a t a 5 m g /L d o s e , p H 10 a n d 2 5
* '
C i n O D F b u f f e r . A t t h e s e c o n d i t i o n s
,
t h e r e w a s n o e x t e n s i v e i n a c t i v a t i o n o f 5 . s u b t i l i s o r C p a r v u m d e t e c t e d w i t h e i t h e r t h e
E C G O o r F C d i s i n f e c t a n t .
T a b l e s 1 4 a n d 15 s u m m a r i z e t h e r e g r e s s i o n a n a l y s e s fo r t h e l o g - i n a c t i v a t i o n o f t h e
b a c t e r i a l e n d o s p o r e a n d p a r a s i t e o o c y s t , r e s p e c t i v e l y . T h e l o g - l i n e a r i t y o f t h e d i s i n f e c t i o n
c u r v e s f o r B . s u b t i l i s w i t h N e w C e l l # 1 (R
^ = 0 . 8 3) s u g g e s t t h a t t h e d a t a a r e a l m o s t l o g -
n o r m a l
,
w h e r e a s t h e l o g i o e x p r e s s i o n o f t h e d a t a f o r B . s u b t i l is w i t h F C d o e s n o t p r o d u c e
a s u c h a g o o d fi t (R
^ = 0
. 5 1 ) t o a l o g - l i n e a r m o d e l . H o w e v e r , t h e C p a r v u m d i s i n f e c t i o n
c u r v e w i t h N e w C e l l # 1 i n d i c a t e s a s t r o n g l i n e a r fi t (R
^ = 0 . 9 3 ) A l l o f t h e s l o p e s w e r e
c l o s e t o o r e q u a l t o 0 . 0 0 l o g i o /m i n , i n d i c a t i n g n o m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n fo r e i t h e r
m i c r o b e . T h e r e w a s a n a p p a r e n t i n c r e a s e i n t h e i n f e c t i v i t y o f C p a r v u m o o c y s t s o v e r
t im e , w h i c h i s c o n t r a r y t o w h a t w o u l d b e e x p e c t e d u p o n i n c r e a s e d e x p o s u r e t o a
d i s i n f e c t a n t .
T a b l e 1 3 : 5 . s u b t i l i s a n d C p a r v u m I n a c t i v a t i o n a t 5 m g / L ,
p H 10 a n d 2 5
°
C i n O D F B u f f e r
L o g i o I n a c t i v a t i o n ( S t d D e v )
T i m e (m in ) ^ g s u b t i l i s C p a r v u m
N e w C e l l # 1 F C N e w C e l l # 1
1 0 0 ( 0 1) - 0 1 (0 . 0 ) 0 2 (0 2 )
10 - 0 1 (0 1) 0 0 (0 . 0 ) 0 3 (0 1)
2 0 0 0 ( 0 0 ) 0 . 0 (0 0)
3 0 - 0 1 (0 1) 0 0 (0 1) 0 7 (0 2 )
T h e fi n a l o x i d a n t r e s i d u a l s w e r e : 5 2 ( 0 4 ) m g / L f o r N e w C e l l # 1 ,
a n d 5 2 (0 7) m g / L f o r F C .
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°
C i n O D F B u f f e r
D i s i n f e c t a n t E qu a t i o n
S l o p e
(l o g i p / m in )
R
^
N e w C e l l # 1
F C
O OOx - 0 0 1





- N e w C e l l # 1
10 2 0
T im e (m in )
30 4 0
F i g u r e 1 9 : I n a c t i v a t i o n o f C p a r v u m w i t h N e w C e l l # 1 a t 5
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°
C i n O D F B u f f e r
T a b l e 1 5 : R e g r e s s i o n A n a l y s i s f o r t h e I n a c t i v a t i o n o f C p a r v u m
a t 5 m g /L , p H 10 a n d 2 5
°
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A . 5 . E x p e r i m e n t a l S e t 5
E x p e r im e n t a l Se t 5 : N e w C e l l # 1 v s . F r e e C h l o r i n e , - 6 - 8 m g / L ,
"
D i r t y
"
B u f f e r
, p H 7 ,
a n d 2 5 ° C f o r B . s u b t i l i s (R a w d a t a i n A pp e n d i x F )
O x i d a n t C o n c e n t r a t i o n a n d p H
B e c a u s e B . s u b t i l is s p o r e i n a c t i v a t i o n w a s m a x im i z e d a t p H 7 a n d 2 5
° C i n O D F
b u f fe r
,
a f o l l o w - u p e x p e r i m e n t w a s c o n d u c t e d i n v o l v i n g t h e s e p a r a m e t e r s a n d
" d i r t y
"
b u f fe r . T h e " d i r t y
"
b u f f e r w a s p r e p a r e d b y a d d i n g c o n s t i t u e n t s (i . e . b e n t o n i t e c l a y t o
a c h i e v e a t u r b i d i t y o f 5 N T U , a s w e l l a s n a t u r a l o r g a n i c m a t t e r i n t h e f o r m o f h u m i c a n d
f u l v i c a c i d s a t a c o n c e n t r a t i o n o f 5 m g /L e a c h ) t o O D F b u f f e r . T h e c o n c e n t r a t i o n s o f fr e e
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a v a i l a b l e c h l o ri n e o v e r t i m e f o r e a c h d i s i n f e c t a n t a r e d i s p l a y e d i n F i g u r e 2 0 . I n t h e f i r s t
d e m a n d e x p e ri m e n t s , t h e r e s i d u a l s r a n g e d fr o m 3 . 6 t o 5 . 2 m g / L f o r N e w C e l l # 1 a n d 7 . 2
t o 8 . 2 m g/ L f o r F C . T h e r e s i du a l o x i d a n t c o n c e n t r a t i o n s d e t e c t e d a s f r e e c h l o ri n e i n t h e
s e c o n d d e m a n d e x p e ri m e n t s w e r e 3 . 2 t o 4 . 8 m g / L f o r N e w C e l l # 1 a n d 5 . 0 t o 6 . 5 m g/ L
f o r F C . A l t h o u g h t h e d i s i n f e c t a n t s w e r e d e p l e t e d s o m e w h a t o v e r t h e c o u r s e o f t h e
e x p e ri m e n t , a r e s i du a l r e m a i n e d a f t e r 3 0 m i n u t e s f o r b o t h E C G O a n d F C (a v e r a g i n g 4 0
a n d 6 . 7 m g / L , r e s p e c t i v e l y ) .
I n o r d e r t o c o r r e c t f o r t h e d e p l e t i o n o f t h e d i s i n f e c t a n t s , t h e i n i t i a l , a p p l i e d d o s e
f o r t h e a c t u a l d i s i n f e c t i o n e x p e ri m e n t s w a s g r e a t e r t h a n 5 m g / L T h e i n i t i a l
c o n c e n t r a t i o n s f o r N e w C e l l # 1 w e r e 6 . 2 a n d 8 . 1 m g /L i n t h e f i r s t a n d s e c o n d t r i a l s ,
r e s p e c t i v e l y . B y t h e e n d o f t h e e x p e ri m e n t , t h e r e s i du a l s w e r e d e p l e t e d t o 4 . 8 a n d 5 . 9
m g /L , r e s p e c t i v e l y . T h e a v e r a ge e x p e ri m e n t a l E C G O c o n c e n t r a t i o n w a s 6 . 3 ± 1 . 4 m g / L .
L i k e w i s e
,
t h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d f o r F C w e r e 5 . 4 a n d 8 0 m g / L , b u t d e c r e a s e d t o
3 . 6 a n d 5 . 1 m g/ L , r e s p e c t i v e l y . T h e a v e r a g e e x p e ri m e n t a l F C c o n c e n t r a t i o n w a s 5 5 ± 1 . 8
m g /L . T h e p H w a s 6 . 9 5 ± 0 . 0 7 a n d t h e t u r b i d i t y w a s 5 . 1 3 ± 0 . 1 6 N T U fo r t h e
e x p e ri m e n t s c o n du c t e d a t t h e s e c o n d i t i o n s . T h e c o n c e n t r a t i o n s o f h u m i c a n d f l i l v i c a c i d s
w e r e n o t m e a s u r e d d i r e c t l y .
^ f N e w C e l l # 1 R u n 1 ♦ F r e e C h lo ri n e R u n 1
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D i r t y
"
B u f f e r
9 1
T a b l e 1 6 a n d F i g u r e 2 1 d i s p l a y t h e i n a c t i v a t i o n o f 5 s u b t i l is s p o r e s a t
a p p r o x i m a t e 6 - 8 m g / L d o s e s , p H 7 a n d 2 5
°
C i n " d i r t y
" b u f fe r . T h e E C G O p r o d u c e d b y
N e w C e l l # 1 i n a c t i v a t e d B . s u b t i l i s b y 3 . 6 l o g i o a t 1 0 m i n u t e s a n d t h e m a x im u m
d e t e c t a b l e r e d u c t i o n o f 4 . 4 l o g i o w a s a c h i e v e d a t 2 0 m i n u t e s . T h e r a t e o f i n a c t i v a t i o n o f
B . s u b t i l i s w i t h F C w a s g r e a t e r , w i t h a m a x im u m d e t e c t a b l e r e du c t i o n o f 4 . 4 l o g i o a t 10
m i n u t e s . T h e s e i n a c t i v a t i o n r a t e s w e r e h i g h e r t h a n t h o s e f o u n d a t t h e s a m e c o n d i t i o n s i n
O D F b u f fe r w i t h o u t n a t u r a l c o n s t i t u e n t s T h i s gr e a t e r i n a c t i v a t i o n m a y b e a t t ri b u t e d t o
t h e h i g h e r i n i t i a l d o s e o f d i s i n f e c t a n t . T h e m a x im u m r e d u c t i o n o f i n f e c t i v i t y i n E x p t S e t
5 w a s l e s s t h a n i n E x p t . S e t 1 b e c a u s e t h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f s p o r e s w a s h i g h e r i n t h e
l a t t e r s e t .
T a b l e 1 7 s u m m a ri z e s t h e r e g r e s s i o n a n a l y s e s fo r 5 s u b t i l i s i n a c t i v a t i o n w i t h
E C G O a n d F C . T h e R ^ v a l u e s o f 0 . 8 0 a n d 0 . 6 9 f o r d i s i n f e c t i o n w i t h E C G O a n d F C ,
9 2
r e s p e c t i v e l y , i n d i c a t e a w e a k e r l o g - l i n e a r fi t t h a n s e e n p r e v i o u s l y i n E x p t . S e t 1 .
A l t h o u gh t h e s l o p e s o b s e r v e d f o r t h e l o g - i n a c t i v a t i o n c u r v e s f o r b o t h d i s i n f e c t a n t s (s l o p e
= - 0 16 l o g i o / m i n ) a r e e q u a l t o t h e s l o p e s d e t e c t e d i n E x p t . S e t 1 , i n d i c a t i n g c o n s i d e r a b l e
m i c r o b i a l r e d u c t i o n . ' " ^
'
' T a b l e 1 6 : 5 s u b t i l i s I n a c t i v a t i o n a t ~ 6 - 8
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"
B u f f e r (h o r i z o n t a l
l i n e d e n o t e s t h e d e t e c t i o n l im i t a t - 4 . 4 l o g i o )
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A . 6 . S u m m a r y
C p a r v u m o o c y s t i n a c t i v a t i o n w a s n o t d e t e c t e d u n d e r a n y o f t h e t e s t c o n d i t i o n s
w i t h e i t h e r N e w C e l l # 1 o r F u l l P e n ( 1 1 ) . O n t h e o t h e r h a n d , t h e r e w a s s u b s t a n t i a l
i n a c t i v a t i o n o f 5 . s u b t i l i s s p o r e s u n d e r s o m e o f t h e c o n d i t i o n s t e s t e d . T a b l e 18 a n d
F i g u r e s 2 2 a n d 2 3 s u m m a r i z e t h e d a t a o b t a i n e d fo r t h e i n a c t i v a t i o n o f t h i s b a c t e r i a l
e n d o s p o r e . T h e m o s t e x t e n s i v e i n a c t i v a t i o n w a s o b s e r v e d i n E x p t S e t s 1 a n d 5 . I n b o t h
t r i a l s , t h e t e m p e r a t u r e w a s 2 5
° C a n d th e p H w a s 7 . T h e d i s s o c i a t i o n o f H O C l i s
t e m p e r a t u r e a n d p H d e p e n d e n t . A t a t e m p e r a t u r e o f 2 5
°
C a n d p H 7 , t h e f r a c t i o n o f H O C l
(p K a = 7 . 5 ) d o m i n a t e s o v e r O C F , r e s u l t i n g i n m o r e d i s i n f e c t i o n c a p a b i l i t y . O n t h e o t h e r
h a n d , O C F i s t h e p r e d o m i n a n t s p e c i e s a t p H 10 . T h i s p h e n o m e n o n w o u l d e x p l a i n t h e l a c k
o f s p o r e i n a c t i v a t i o n d e t e c t e d i n E x p t . S e t 4 w i t h t h e h i g h e r p H a t 10 a n d a l s o c o n f i r m s
t h a t E C G O a p p e a r s t o b e o r f u n c t i o n s a s i f i t w a s F C .
W i t h r e sp e c t t o t h e t e m p e r a t u r e d e p e n d e n c e . E q u a t i o n 1 1 s h o w s t h e r e l a t i o n s h i p
b e t w e e n t h e K
g
v a l u e a n d t e m p e r a t u r e f o r h y p o c h l o r o u s a c i d .
I n (I Q) = 2 3 . 1 8 4 - (0 0 5 8 3 * T ) - (6 9 0 8 / T ) ( 16 ) (H a a s , 1 9 9 9 )
w h e r e T i s i n K e l v i n ( K =
"
C + 2 7 3 )
B a s e d o n t h i s e x p r e s s i o n , t h e p K g v a l u e a t 5
°
C i s 7 . 8 a n d , h e n c e a t p H 7 , t h e r e i s a h i g h e r
c o n c e n t r a t i o n o f H O C l t h a n O C F . H o w e v e r
,
i n g e n e r a l , m i c r o b i a l d i s i n f e c t i o n r a t e s
i n c r e a s e w i t h a n i n c r e a s e i n t e m p e r a t u r e (H a a s , 1 9 9 9 ) . T h e g r e a t e r m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n
o b s e r v e d a t 2 5
°
C c o m p a r e d t o 5
' '
C i s c o n s i s t e n t w i t h p r e v i o u s s t u d i e s .
I n e x p e r i m e n t s c o m p a r i n g t h e t y p e o f w a t e r (E x p t . S e t s 1 a n d 5 ) , t h e
" d i r t y
"
b u f f e r d i s p l a y e d a h i g h e r i n a c t i v a t i o n r a t e t h a n t h e O D F b u f f e r . H o w e v e r , t h e i n i t i a l d o s e
? ^ ^ ? « ! T ^
* S ^
o f d i s i n f e c t a n t w a s h i g h e r i n E x p t . S e t 5 t o a c c o u n t f o r t h e d e m a n d o f t h e n a t u r a l
c o n s t i t u e n t s (i . e . c l a y a n d h u m i c a n d fu l v i c a c i d s ) .
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T a b l e 18 : S u m m a r y o f t h e B s u b t i l i s I n a c t i v a t i o n w i t h t h e b o t h t h e E CG O a n d
F C D i s i n f e c t a n t s
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D i s i n f e c t a n t s (N e w C e l l # 1 a n d F u l l P e n ( 1 1 ))
a - F C O D F B u f f e r
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F i g u r e 2 3 : Su m m a r y o f t h e B . s u b t i l i s I n a c t i v a t i o n w i t h th e F C
D i s i n f e c t a n t *
9 5
B . S t a t i s t i c a l A n a l y s i s
D u e t o t h e l im i t e d n u m b e r o f r e p l i c a t e o b s e r v a t i o n s , a n o r m a l d i s t r i b u t i o n w a s
a s s u m e d t o e x i s t s o t h a t 9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l s (C I ) c o u l d b e c a l c u l a t e d f o r t h e
r e d u c t i o n o f i n f e c t i v i t y . T h e s t a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e c o n d u c t e d f o r t h e 3 0 m i n u t e t im e
p o i n t s , s i n c e t h e m a x im u m r e d u c t i o n i n i n f e c t i v i t y w a s t y p i c a l l y a c h i e v e d b y t h i s p o i n t .
T a b l e 1 9 s u m m a r i z e s t h e o b s e r v a t i o n s a t t h e e n d t i m e p o i n t . A c c o r d i n g t o t h e C F s , t h e
v a r i a b i l i t y i n i n a c t i v a t i o n w a s l o w f o r a l l e x p e r im e n t a l s e t s , w i t h t h e e x c e p t i o n o f E x p t .
S e t 3 (5
°
C ) i n v o l v i n g N e w C e l l # 1 a n d 5 . s u b t i l i s . T h e i n a c t i v a t i o n w a s 1 . 9 l o g i o w i t h a
9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l r a n g e o f 0 7 t o 3 . 1 l o g i o .
I n o r d e r t o c o m p a r e t h e d i f f e r e n c e s b e t w e e n b o t h m i c r o b e s a n d t h e e x p e r i m e n t a l
p a r a m e t e r s t e s t e d , b a r g r a p h s w e r e c o n s t r u c t e d (F i g u r e s 2 4 ) I t w a s a s s u m e d t h a t
s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s e x i s t e d i f t h e m e a n s a n d 9 5 % C I
'
s d i d n o t o v e r l a p . T h u s , f o r E x p t .
Se t 1
,
t h e r e w a s n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n t h e i n a c t i v a t i o n f o r B s u b t i l i s s p o r e s b a s e d
9 6
o n t h e d i s i n f e c t a n t u s e d . L i k e w i s e , t l i e C p a r v u m o o c y s t i n a c t i v a t i o n r a t e s f o r b o t h
E C G O s o l u t i o n s w e r e c o m p a r a b l e i n t h a t b o t h p r o d u c e d n o i n a c t i v a t i o n . O n t h e o t h e r
h a n d
,
a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e d i d e x i s t b e tw e e n t h e i n a c t i v a t i o n r a t e s o f B s u b t i l i s s p o r e s
a n d C p a r v u m o o c y s t s . T h e i n a c t i v a t i o n r a t e s o i B s u b t i l i s s p o r e s w i t h E C G O a n d F C
d i s i n f e c t a n t s w e r e n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t w i t h i n e a c h o f t h e r e m a in i n g e x p e r i m e n t a l
c o n d i t i o n s t e s t e d . H o w e v e r , s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n t h e e x t e n t o f t h e i n a c t i v a t i o n
b e tw e e n t h e e n d o s p o r e a n d th e p a r a s i t e w e r e o b s e r v e d f o r e a c h c o n d i t i o n t e s t e d . T h e
d i s i n f e c t a n t s w e r e b i o c i d a l t o t h e b a c t e r i a l s p o r e s b u t n o t t o t h e p r o t o z o a n o o c y s t s . T h e s e
f i n di n g s i n d i c a t e t h a t B . s u b t i l i s s p o r e s a r e n o t a s u i t a b l e s u r r o g a t e f o r C . p a r v u m o o c y s t s
u n d e r t h e c o n d i t i o n s t e s t e d F i g u r e 2 5 c o m p a r e s t h e i n a c t i v a t i o n r a t e s o f t h e E C G O
d i s i n f e c t a n t f o r t w o s o u r c e s o f C p a r v u m o o c y s t s . B o t h s o u r c e s t e s t e d , M a s o n a n d
S t e r l i n g , s h o w e d n o i n a c t i v a t i o n a n d w e r e n o t s t a t i s t i c a l l y d i f f e r e n t f r o m e a c h o t h e r i n
t h e i r i n f e c t i v i t y .
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C . D i s c u s s i o n
I n t h i s s t u d y , v a ri o u s e x p e ri m e n t a l p a r a m e t e r s w e r e t e s t e d t o d e t e r m i n e t h e
i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s o f C . p a r v u m o o c y s t s a n d B . s u b t i l i s s p o r e s b y e l e c t r o c h e m i c a l l y
g e n e r a t e d o x i d a n t s fr o m N a C l a n d F C a t a t a r g e t d o s e o f 5 m g /L . I t w a s d e t e r m i n e d th a t
b o t h E C G O a n d F C w e r e a b l e t o i n a c t i v a t e B s u b t i l i s s p o r e s w i t h s im i l a r k i n e t i c s f o r
e a c h e x p e ri m e n t a l s e t o f c o n d i t i o n s t e s t e d . H o w e v e r , t h e k i n e t i c s o f 5 . s u b t i l i s s p o r e
i n a c t i v a t i o n d i f f e r e d f o r e a c h s e t o f c o n d i t i o n s . T h e d i s i n f e c t i o n r a t e f o r E x p t . S e t 1
f o l l o w e d a l o g - l i n e a r , o r e x p o n e n t i a l fi r s t - o r d e r , f u n c t i o n (F i g u r e 2 , C u r v e B ) . P a r a m e t e r s
s u c h a s p H a n d t e m p e r a t u r e h a d a s i g n i fi c a n t e f f e c t o n t h e e x t e n t o f i n a c t i v a t i o n d e t e c t e d
f o r t h e e n d o s p o r e . E x p t . Se t 4 (p H 1 0) d i d n o t s h o w i n a c t i v a t i o n o f t h e b a c t e ri a l s p o r e
w h i l e k i n e t i c s i n E x p t . S e t 3 ( S
^
C ) f o l l o w e d s h o u l d e r (s o c a l l e d
" m u l t i h i t
"
) k i n e t i c s
(F i g u r e 2 , C u r v e A ) . I n c o n t r a s t , i n E x p t . Se t 5 (
" d i rt y
" b u f f e r ) , B . s u b t i l i s s p o r e s w e r e
i n i t i a l l y i n a c t i v a t e d a t a f a s t e r r a t e t h a t d e c l i n e d o v e r t im e (F i g u r e 2 , C u r v e C ) . T h e
v a ri a t i o n i n k i n e t i c s c a n b e a t t ri b u t e d t o v a ri o u s f a c t o r s i n c l u d i n g : t y p e o f d i s i n f e c t a n t ,
l e n g t h o f d i s i n f e c t a n t e x p o s u r e , t y p e o f m i c r o b e , a n d c l u m p i n g o r a g g r e g a t i o n o f
m i c r o b e s . D i s i n f e c t i o n r a t e s a r e a l s o d e p e n d e n t o n p H , t e m p e r a t u r e a n d w a t e r q u a l i t y a s
t h e s e f a c t o r s a f f e c t t h e a v a i l a b i l i t y o f t h e d i s i n f e c t a n t t o i n a c t i v a t e t h e m i c r o b e s .
A c c o r d i n g t o H a a s ( 19 9 9 ) , t y p i c a l i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s o f m i c r o b e s i n b a t c h s y s t e m s
e x h i b i t t a i l i n g o f f b e c a u s e t h e d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n m a y n o t b e c o n s t a n t , b u t i n s t e a d
d e c r e a s e w i t h t i m e . T h i s w o u l d e x p l a i n t h e e f f e c t i n E x p t . 5 i n w h i c h a d e m a n d
c o n s u m e d t h e d i s i n f e c t a n t d u e t o t h e c l a y a n d h u m i c a n d f ial v i c a c i d s .
A e r o b i c e n do s p o r e s , i n c l u d i n g B s u b t i l i s , h a v e b e e n p r o p o s e d a s C . p a r v u m
s u r r o g a t e s d u e t o t h e i r r o b u s t n a t u r e . W y a t t a n d Wa i t e s ( 19 7 5 ) s t a t e d t h a t t h e s p o r e c o a t
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o f B s u b t i l is p r o t e c t e d t h e m i c r o b e s a g a i n s t c h l o ri n e . B l o o m f i e l d a n d A r t h u r ( 1 9 89 )
r e p o r t e d t h a t s p o r e c o a t s p l a y e d a r o l e i n c h l o ri n e r e s i s t a n c e , b u t n o t e d t h a t t h e c o r t e x i s
a l s o i n v o l v e d . I t w a s a l s o o b s e r v e d th a t N a O C l c o u l d i n a c t i v a t e B s u b t i l i s s p o r e s .
A n o t h e r s t u d y b y W i l l i a m s a n d R u s s e l l ( 1 9 9 1 ) e x p l o r e d t h e e f f e c t s o f c h l o r i n e - r e l e a s i n g
a g e n t s o n B s u b t i l i s e n d o s p o r e s a n d d e t e r m i n e d t h a t N a O C l w a s s p o ri c i d a l . T h e p r e s e n t
s t u d y s u p p o r t e d t h e s e f i n d i n g s o f B . s u b t i l is s p o r e i n a c t i v a t i o n w i t h f r e e c h l o ri n e a g e n t s .
H o w e v e r
,
t h e s p o r e s o f B s u b t i l is w e r e n o t a s r e s i s t a n t a s C p a r v u m o o c y s t s t o e i t h e r
E C G O d i s i n fe c t a n t . C h a u r e t e t a l . (2 0 0 1 ) a l s o f o u n d t h a t B . s u b t i l i s s p o r e s w e r e
i n a c t i v a t e d a t a f a s t e r r a t e t h a n C p a r v u m o o c y s t s w i t h c h l o ri n e d i o x i d e . T h e s e
o b s e r v a t i o n s d o n o t s u p p o r t t h e p r o p o s e d u s e o f B . s u b t i l i s s p o r e s a s a n i n d i c a t o r f o r C
p a r v u m o o c y s t c o n t a m i n a t i o n .
D i f f e r e n c e s i n r e s p o n s e t o d i s i n f e c t i o n h a v e b e e n o b s e r v e d fo r m i c r o b e s o f t h e
s a m e s p e c i e s a n d a m o n g i s o l a t e s g r o w n i n t h e l a b v e r s u s e n v i r o n m e n t a l s t r a i n s ( So b s e y ,
1 9 8 9 ; F a c i l e e t a l . , 2 0 0 0 ) . A r e c e n t s t u dy a l s o s u p p o r t s t h e h y p o t h e s i s t h a t C p a r v u m
o o c y s t s o b t a i n e d f r o m v a ri o u s s u p p l i e r s h a v e d i f f e r e n t s e n s i t i v i t y t o d i s i n f e c t i o n (C h a u r e t
e t a l .
,
2 0 0 1 ) T h e s e e x p e ri m e n t s c o m p a r e d t h r e e c o mm e r c i a l s o u r c e s o f C p a r v u m , t w o
o f w h i c h w e r e u s e d i n t h e p r e s e n t s t u d y (M a s o n a n d S t e r l i n g ) . T h e s e tw o s o u r c e s s h o w e d
m o r e r e s i s t a n c e t o d i s i n f e c t i o n t h a n t h e t h i r d s o u r c e . T h e d i f f e r e n c e s a r e a t t ri b u t e d t o
e v o l u t i o n a r y d i v e r g e n c e o f t h e o o c y s t s , p o s s i b l e c o n t a m i n a t i o n f r o m a n a t u r a l l y
o c c u r ri n g i n f e c t i o n i n t h e c a l v e s , o r d i f f e r e n c e s i n t h e o o c y s t p u r i f i c a t i o n t e c h n i q u e s
a m o n g th e s u p p l i e r s (C h a u r e t e t a l . , 2 0 0 0 ) S e v e r a l v a r i a b l e s a f f e c t C p a r v u m i n f e c t i v i t y
i n c l u d i n g o o c y s t a g e , p u ri fi c a t i o n a n d s t o r a g e , t im e o f i n c u b a t i o n a n d o r i g i n (T z i p o ri ,
1 9 9 9 ) . A d d i t i o n a l l y , o o c y s t s o f c o m m e r c i a l i s o l a t e s o r i g i n a t i n g f r o m fe c a l m a t e ri a l a r e
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s u b j e c t e d t o a v a r i e t y o f c o n c e n t r a t i o n a n d p u r i f i c a t i o n m e t h o d s t h a t h a v e t h e p o t e n t i a l t o
a l t e r t h e a n t i g e n i c i t y o f t h e o o c y s t s a n d t h e i r s u s c e p t i b i l i t y t o d i s i n f e c t a n t s (T z i p o r i ,
1 9 9 9 ) . A n o t h e r m e t h o d o f o o c y s t p r o p a g a t i o n h a s e m e r g e d . H ij j a w i e t a l . (2 0 0 1 ) r e p o r t e d
th e c o m p l e t e d e v e l o p m e n t a n d l o n g - t e r m m a i n t e n a n c e o f C p a r v u m o o c y s t s i n c e l l
c u l t u r e . T h u s , i t w o u l d b e b e n e f i c i a l t o c o m p a r e t h e d i s i n f e c t i o n k i n e t i c s o f o o c y s t s
d e r i v e d fr o m i n f e c t e d c a l v e s a n d t h o s e p r o p a g a t e d in c e l l c u l t u r e .
T h e r e s u l t s p r e s e n t e d i n t h i s r e p o r t i n d i c a t e t h a t C . p a r v u m i n a c t i v a t i o n i s n o t
a c h i e v e d w i t h E C G O a t a 5 m g / L d o s e a n d u n d e r t h e c o n di t i o n s t e s t e d H o w e v e r , s e v e r a l
p e n c e l l s a n d F u l l P e n s w e r e t e s t e d b e f o r e N e w C e l l # 1 a n d F u l l P e n ( 1 1 ) r e p o r t e d i n t h i s
s t u dy . S o m e o f t h e s e p r e v i o u s p r o t o t y p e s p r o d u c e d E C G O th a t a c h i e v e d s u b s t a n t i a l
i n a c t i v a t i o n o f t h e s e h a r d y o o c y s t s . A p p e n d i x G s u m m a r i z e s s i x p r i o r e x p e r im e n t s w i t h
C . p a r v u m , o n e i n c l u d i n g B s u b t i l i s (E x p t s . A - F ) . W h i l e C . p a r v u m o o c y s t i n a c t i v a t i o n
w a s o b s e r v e d i n s o m e c a s e s , n o t a l l p e n c e l l s a c h i e v e d m i c r o b i a l r e d u c t i o n .
A l l o f t h e p r e v i o u s e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d a t p H 7 a n d 2 5
°
C i n O D F B u f f e r
w i t h a 5 m g / L d o s e (e x c e p t E x p t s . E a n d F , w h i c h u s e d a 1 0 m g/ L d o s e ) . F u r t h e r m o r e ,
t h e s e e x p e r im e n t s w e r e n o t c o m p l e t e d i n du p l i c a t e (o n l y s i n g l e t r i a l s ) a n d s o m e
m o d i fi c a t i o n s o r d i f f e r e n c e s i n t h e m e t h o d s a n d m a t e r i a l s t h a t w e r e u s e d a r e s u m m a r i z e d
i n A p p e n d i x G . E x p t . A w a s c o n d u c t e d w i th a w i d e - s p a c e d c e l l (i n t e r m s o f t h e d i s t a n c e
b e t w e e n t h e a n o d e a n d c a t h o d e ) w i t h b o t h f u l l y c h a r g e d a n d d e p l e t e d b a t t e r i e s . T h e r e
w a s m i n im a l o o c y s t r e du c t i o n d u r i n g t h e t im e c o u r s e o f t h e e x p e r im e n t a t e i t h e r
c o n d i t i o n . E x p t . B t e s t e d a n H D N c e l l a n d a F u l l B e t a P e n . B o t h E C GO d i s i n f e c t a n t s
r e s u l t e d i n o o c y s t i n a c t i v a t i o n . T h e H D N c e l l a c h i e v e d a 0 . 7 6 l o g i o r e d u c t i o n o f o o c y s t s
b y 3 0 m i n u t e s w h i l e t h e F u l l B e t a P e n i n a c t i v a t e d t h e s e m i c r o b e s b y 2 . 7 7 l o g i o a t 1
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m i n u t e . A n o t h e r v e r s i o n o f t h e F u l l P e n (# 2 ) r e s u l t e d i n 2 . 9 6 l o g i o r e d u c t i o n o f C
p a r v u m o o c y s t i n f e c t i v i t y b y 10 m i n u t e s . H o w e v e r , t e s t s w i t h t h e o r i g i n a l C e l l # 1 a n d
C e l l # 2 d i d n o t s i g n i fi c a n t l y r e d u c e C . p a r v u m o o c y s t i n f e c t i v i t y . D u e t o t h e i n c o n s i s t e n t
n a t u r e o f m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n f o r v a r i o u s v e r s i o n s o f t h e p e n s , E x p t s . E a n d F
e m p l o y e d a 1 0 m g /L d o s e f o r b o t h t h e H D N c e l l a n d t h e F u l l P e n (8 7 ) o n t h e a s s u m p t i o n
t h a t a h i gh e r d o s e m a y b e n e e d e d t o p r o d u c e o o c y s t i n a c t i v a t i o n I n E x p t . F , b o t h C
p a r v u m o o c y s t s a n d B . s u b t i l i s s p o r e s w e r e t e s t e d a n d a 15 m i n u t e t im e p o i n t r e p l a c e d t h e
10 m i n u t e . A l t h o u g h C p a r v u m o o c y s t i n a c t i v a t i o n (2 . 4 2 l o g i o ) w a s d e t e c t e d a t t h e 3 0
m i n u t e t im e p o i n t f o r F u l l P e n (8 7 ) fo r E x p t . E , n o i n a c t i v a t i o n w a s o b s e r v e d f o r t h e
s a m e c o n d i t i o n s i n E x p t . F . T h u s , r e p r o d u c i b i l i t y o f C p a r v u m o o c y s t i n a c t i v a t i o n b y
E C G O b e c a m e a m a t t e r o f c o n c e r n . S e v e r a l im p r o v e d q u a l i t y c o n t r o l m e a s u r e s w e r e u s e d
i n t h e e x p e r im e n t s r e p o r t e d i n th i s s t u d y i n a n e f f o r t t o m i n im i z e v a r i a b i l i t y t h a t o c c u r r e d
i n t h e s e p r e v i o u s r u n s ( s e e M a t e r i a l s a n d M e th o d s a n d A p p e n d i x G ) . B s u b t i l i s s p o r e s
w e r e t e s t e d i n E x p t . F a n d s u b s t a n t i a l i n a c t i v a t i o n (4 8 l o g i o ) w a s d e t e c t e d w i t h b o t h t h e
H D N c e l l a n d t h e F u l l P e n ( 87 ) b y t h e 1 5 m i n u t e p o i n t .
A s m e n t i o n e d a b o v e , i n a c t i v a t i o n r a t e s f o r C p a r v u m o o c y s t s v a r i e d f o r d i f f e r e n t
c o n f i g u r a t i o n s o f t h e p e n c e l l . C o n t r o l l i n g a s m a n y v a r i a b l e s a s p o s s i b l e w a s k e y i n
a c h i e v i n g r e p r o d u c ib i l i t y a n d b e i n g a b l e t o c o m p a r e t h e e f f e c t o f v a r i o u s p a r a m e t e r s (i . e .
p H a n d t e m p e r a t u r e ) . P r o c e d u r e s w e r e im p l e m e n t e d t o m o n i t o r t h e v o l t a g e a n d c u r r e n t
a p p l i e d a c r o s s t h e p e n c e l l . B e c a u s e t h e c o n s t i t u e n t s o f t h e E C G O r e m a i n u n c e r t a i n , t h e
v o l t a g e , c u r r e n t , c o n c e n t r a t i o n o f N a C l a n d t im e o f d i s i n f e c t a n t g e n e r a t i o n n e e d e d t o b e
r e l a t i v e l y c o n s t a n t f o r a l l t e s t r u n s . E v e n t h o u gh N e w C e l l # 1 a n d F u l l P e n ( 1 1 ) d i d n o t
i n a c t i v a t e C p a r v u m o o c y s t s u n d e r t h e c o n d i t i o n s t e s t e d , o t h e r v e r s i o n s o f t h e E C G O
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s y s t e m h a v e p r o v e n t o b e e f f e c t i v e i n t h i s r e g a r d . E a c h p e n c e l l t e s t e d h a d u n i q u e
c o n f i g u r a t i o n s : d i f f e r e n t s p a c i n g b e tw e e n t h e a n o d e a n d t h e c a t h o d e , d i f f e r e n t e l e c t r o n i c s
a n d c e l l c o a t i n g , a n d d i f f e r e n t o p e r a t i n g v o l t a g e . T h u s , p e n s u s e d i n p r i o r t e s t s s h o u l d b e
r e e v a l u a t e d w i t h th e n e w o p e r a t i n g p r o c e d u r e s i n p l a c e (i . e . c o n t r o l l i n g t h e v o l t a g e a n d
m o n i t o r i n g t h e c u r r e n t ) .
R e g a r d i n g t h e C . p a r v u m o o c y s t i n f e c t i v i t y r e s u l t s , t h e c e l l c u l t u r e m e t h o d
u t i l i z e d i n t h i s s t u dy i n d i c a t e d h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f o o c y s t s i n t h e t r e a t e d s a m p l e s
(0 2 t o 0 7 l o g i o ) r e l a t i v e t o t h e b i o l o g i c a l c o n t r o l s , w h i c h i s a n u n e x p e c t e d r e s u l t .
H o w e v e r
,
t h e h e m a c y t o m e t e r c o u n t s o f t h e n u m b e r s o f o o c y s t s in t h e s a m p l e s d i d n o t
i n d i c a t e t h a t g r e a t e r c o n c e n t r a t i o n s o f o o c y s t s w e r e p r e s e n t i n t h e s e d i s i n f e c t e d s a m p l e s .
S e v e r a l r e a s o n s c o u l d h a v e c o n t r i b u t e d t o t h i s e f f e c t o f i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n s du e t o
t h e i n h e r e n t v a r i a b i l i t y i n t h e a s s a y a m o n g o t h e r r e a s o n s . F i r s t , t h e e n t i r e c e l l s u r f a c e a r e a
o f a w e l l w a s n o t s c o r e d fo r p o s i t i v e a n d n e g a t i v e fi e l d s . S e c o n d , i t i s p o s s i b l e t h a t t h e
p o r t i o n o f t h e w e l l a n a l y z e d h a d m o r e c l u s t e r s o f C p a r v u m l i f e s t a g e s d u e t o t h e a u t o -
r e i n f e c t i v e n a t u r e o f t h i s m i c r o b e . T h i r d
,
c l u s t e r s o r a g g r e g a t e s o f o o c y s t s m a y n o t h a v e
b e e n a d e q u a t e l y d i s p e r s e d p r i o r t o i n o c u l a t i n g th e c e l l s . C a s t e e l ( 1 9 9 8 ) a l s o d e t e c t e d t h i s
p h e n o m e n o n o f a n i n c r e a s e i n o o c y s t i n f e c t i v i t y w i t h t r e a t e d s am p l e s c o m p a r e d t o t h e
c o n t r o l s i n s o m e o f h i s E C G O di s i n f e c t i o n s t u d i e s I t w o u l d b e b e n e f i c i a l f o r f u t u r e
s t u d i e s t o a n a l y z e t h e e n t i r e s u r f a c e a r e a o f t h e c e l l l a y e r i n a w e l l f o r i n f e c t i v i t y .
A n o t h e r p o s s i b l e e x p l a n a t i o n o f t h e h i g h e r i n f e c t i v i t y o f d i s i n f e c t e d o o c y s t s i s
t h a t t h e e x p o s u r e t o t h e E C G O m a y h a v e a c t u a l l y i n c r e a s e d e x c y s t a t i o n o f o o c y s t s ,
t h e r e b y r e s u l t i n g i n m o r e s p o r o z o i t e s t o p r o d u c e i n f e c t i o n . I t i s w e l l k n o w n t h a t h i g h
c o n c e n t r a t i o n s o f N a O C l h a v e t h e a b i l i t y t o i n d u c e e x c y s t a t i o n a n d s o m e r e s e a r c h e r s
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r o u t i n e l y t r e a t t h e i r o o c y s t s w i t h N a O C l t o p r o m o t e i n f e c t i o n (U p t o n e t a l . , 1 9 9 4 ; U p t o n
e t a l , 19 9 5 ; H o m e r e t a l . , 19 9 4 ; S l i f k o e t a l . , 19 9 7 ; a n d Sl i f k o e t a l , 1 9 9 9) . T h e a s s a y
p r o c e d u r e s e m p l o y e d i n t h i s s t u d y d i d n o t u s e r o u t i n e e x p o s u r e t o N a O C l o f a l l o o c y s t s ,
b e c a u s e i t w a s t h o u g h t t h a t s u c h e x p o s u r e w o u l d c o m p r o m i s e t h e a b i l i t y t o a t t ri b u t e
e f f e c t s t o t h e E C G O b e i n g s t u d i e d a s a d i s i n f e c t a n t . F o r t h i s r e a s o n , t h e s p e c i f i c
i n f e c t i v i t y o f t h e o o c y s t s w a s r e l a t i v e l y l o w i n t h i s s t u d y (b e tw e e n 1 a n d 10% )
(S im m o n s , 2 0 0 1 ) . I n f u t u r e s t u d i e s , t h e s p e c i fi c i n f e c t i v i t y o f t h e o o c y s t s c o u l d b e
i n c r e a s e d b y e x p o s i n g t h e m t o b i l e s a l t s o r s o d i u m t a u r o c h o l a t e (G u t e t a l . , 1 9 9 1 ) j u s t
p ri o r t o i n o c u l a t i o n i n t o c e l l c u l t u r e s . S u c h e x p o s u r e w o u l d m o d e l t h e c o n d i t i o n s o f
o o c y s t e x p o s u r e t o b i l e s a l t s i n t h e h u m a n a n d a n im a l i n t e s t i n e s a s p a r t o f t h e p r o c e s s o f
i n f e c t i o n .
A s p r e v i o u s l y m e n t i o n e d , s e v e r a l a s s a y m e t h o d s fo r C . p a r v u m o o c y s t s v i a b i l i t y
a n d i n f e c t i v i t y e x i s t T e c hn i q u e s u l i t i l i z i n g d y e s (i . e . D A P I / P l ) a n d i n v i t r o e x c y s t a t i o n
m e a s u r e v i a b i l i t y b u t n o t i n f e c t i v i t y . C a m p b e l l e t a l ( 1 9 9 2 ) r e p o rt e d d i f f e r e n c e s i n dy e
u p t a k e a n d e x c y s t a t i o n e f fi c i e n c i e s a m o n g C p a r v u m o o c y s t i s o l a t e s . I t w a s a l s o
d e t e r m i n e d t h a t e x p o s u r e t o c h e m i c a l o x i d a n t s c o u l d a l t e r t h e p e r m e a b i l i t y o f t h e o o c y s t
w a l l . F u r t h e r m o r e
,
c o n fl i c t i n g d a t a e x i s t r e g a r d i n g th e c o r r e l a t i o n o f v i t a l d y e s ,
e x c y s t a t i o n a n d a n im a l i n f e c t i v i t y a s s a y s (J a k u b o w s k i e t a l . , 1 9 9 6 ) . W h i l e t h e p r e f e r r e d
a s s a y m e t h o d o f c h o i c e i s a n i m a l i n f e c t i v i t y , c e l l c u l t u r e i n f e c t i v i t y i s m o r e e c o n o m i c a l
a n d i s e q u i v a l e n t t o t h e f o r m e r a s s a y ( S l i fl c o e t a l . , 1 9 9 7 ; H u f f m a n e t a l . , 2 0 0 0 ; S h i n e t
a l , 2 0 0 1 ) .
St u d i e s b y V e n c z e l e t a l . ( 19 9 7 ) a n d C a s t e e l (1 9 9 8) u s i n g E C G O p r o d u c e d i n t h e
B ri n e P u m p Sy s t e m (B P S) d e v e l o p e d b y M I O X , I n c . h a v e s h o w n e x t e n s i v e C p a r v u m
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o o c y s t i n a c t i v a t i o n V e n c z e l e t a l . ( 1 9 9 7 ) f o u n d a 1 . 3 l o g i o r e d u c t i o n i n i n f e c t i v i t y a f t e r 1
h o u r i n O D F b u f f e r , a t p H 7 a n d 2 5
°
C w i th a 5 m g / L d o s e In t h a t s t u dy , t h e i n a c t i v a t i o n
i n c r e a s e d t o 3 . 5 , 4 . 3 a n d 4 6 l o g i o a t 4 , 8 a n d 12 h o u r s , r e s p e c t i v e l y , b a s e d o n a n im a l
i n f e c t i v i t y a s s a y s . T h e e f fe c t o f F C d i s i n f e c t a n t w a s a l s o t e s t e d a n d r e s u l t e d i n n o
i n a c t i v a t i o n
,
w h i c h i s c o n s i s t e n t w i t h t h e l i t e r a t u r e (K o r i c h e t a l . , 1 9 9 0 ; R o s e e t a l . ,
1 9 9 7 ) . C l o s t r i d i u m p e rf r i n g e n s s p o r e s w e r e a l s o e x p o s e d t o E C G O a n d F C r e s u l t i n g i n a
3 6 l o g i o i n a c t i v a t i o n a n d a 1. 7 l o g i o i n a c t i v a t i o n a t 12 h o u r s f o r e a c h d i s i n f e c t a n t ,
r e s p e c t i v e l y .
C a s t e e l ( 1 9 9 8 ) t e s t e d b o th C . p a r v u m o o c y s t s a n d C p e r f r i n g e n s s p o r e s a s w e l l .
C . p a r v u m w a s a s s a y e d u s i n g t h e c e l l c u l t u r e m e th o d w i t h M D C K c e l l s . A t a 7 m g /L
d o s e




t h e r e d u c t i o n o f C . p a r v u m o o c y s t s w a s 2 . 5 l o g i c a t 3 0 m i n u t e s a n d
r e a c h e d 3 . 8 l o g i c a t 2 4 0 m i n u t e s . T h e i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s w e r e s i m i l a r f o r t h e b a c t e r i a l
s p o r e s a t t h e s e c o n d i t i o n s , w i t h 2 . 4 a n d 3 . 3 l o g i o i n a c t i v a t i o n a t 3 0 a n d 2 4 0 m i n u t e s ,
r e s p e c t i v e l y C a s t e e l t e s t e d n u m e r o u s d o s e s i n c l u d i n g 1 . 0 m g /L , w h i c h a c h i e v e d s o m e
i n a c t i v a t i o n o f b o t h m i c r o b e s : 0 . 8 6 l o g i o o f o o c y s t s a n d 0 . 3 0 l o g i c o f s p o r e s a f t e r 2 4 0
m i n u t e s . T h e s e fi n d i n g s i n d i c a t e t h a t t h e E C G O p r o du c e d b y t h e B P S u n i t i s c a p a b l e o f
i n a c t i v a t i n g C p a r v u m o o c y s t s a n d t h e k i n e t i c s o f C l o s t r i d i u m p e r f r i n g e n s s p o r e s a r e
s im i l a r t o t h e o o c y s t s , c o n fi r m i n g t h e r e s u l t s r e p o r t e d b y V e n c z e l (1 9 9 7 ) .
S t u d i e s w i t h v a r i o u s o t h e r L A T A e l e c t r o l y s i s c e l l s h a v e s h o w n i n a c t i v a t i o n o f
s e v e r a l m i c r o b e s , i n c l u d i n g G i a r d i a m u r i s c y s t s , a h a r d y p r o t o z o a n i n t h e f o r m o f a c y s t ,
a n d B . s u b t i l i s s p o r e s (R e i f f , 1 9 8 8 ) . T h e G . m u r i s c y s t s w e r e c o m p l e t e l y i n a c t i v a t e d i n
c l e a r 3
°
C w a t e r a f t e r 3 0 m i n u t e s o f c o n t a c t t im e w i t h a n o x i d a n t c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 8 4
m g/ L T h e b a c t e r i a l s p o r e s w e r e i n a c t i v a t e d t o > 3 l o g i o a f t e r 2 0 m i n u t e s e x p o s u r e
t o 1 . 1
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m g /L m i x e d o x i d a n t a t Z O - S
^
C . A l t h o u g h a l l o f t h e a f o r e m e n t i o n e d s t u d i e s w i t h m i x e d
o x i d a n t s y s t e m s h a v e d e m o n s t r a t e d m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n , e a c h s t u d y u s e d d i f fe r e n t
E C G O g e n e r a t o r s .
W h i l e t h e t h e o r y o f e l e c t r o l y t i c g e n e r a t i o n o f o x i d a n t fr o m N a C l b y t h e
e l e c t r o c h e m i c a l c e l l i s t h e s a m e f o r t h e B P S u n i t a n d t h e p e n c e l l s , v a r i a b i l i t y b e t w e e n t h e
t w o s y s t e m s e x i s t s i n t h e e f f i c i e n c y o f t h e o x i d a n t s t o i n a c t i v a t e p a t h o g e n s . T h e p r e v i o u s
d i s i n f e c t i o n s t u d i e s w i t h th e B P S u n i t s u t i l i z e d th e a n o l y t e p r o d u c e d b y th e
e l e c t r o c h e m i c a l c e l l . T h e p e n c e l l d o e s n o t s e p a r a t e t h e a n o l y t e a n d c a t h o l y e c o m p o n e n t s ,
a n d t h e r e f o r e t h e o x i d a n t s o l u t i o n c o n t a i n s c h e m i c a l s p e c i e s p r o du c e d b y b o th e l e c t r o d e s .
T h e c o n c e n t r a t i o n o f b r i n e u s e d t o g e n e r a t e t h e E C G O w a s d i f f e r e n t w i t h e a c h s y s t e m : 4 0
g / L w i t h t h e p e n c e l l s a n d 10 g / L w i t h t h e B P S u n i t (C a s t e e l , 1 9 9 7) . F u r t h e r m o r e , t h e
s t o c k c o n c e n t r a t i o n s o f E C G O v a r i e d b y a n o r d e r o f m a g n i t u d e f o r t h e B P S u n i t a n d th e
m i n i a t u r i z e d d e v i c e
,
- 2 0 0 - 3 0 0 m g / L F A C (C a s t e e l , 19 9 8 ) a n d - 7 0 0 0 m g / L F A C ,
r e s p e c t i v e l y . T h i s c o u l d b e a t t r i b u t e d t o t h e d i f f e r e n c e i n fl o w r a t e s . I n t h e B P S u n i t , t h e
b r i n e s o l u t i o n p a s s e s t hr o u g h t h e c e l l , b u t i n t h e p e n c e l l t h e s o l u t i o n i s s t a g n a n t . W i t h t h e
B P S u n i t
,
t h e s l o w e r t h e fl o w r a t e
,
t h e h i g h e r t h e s t o c k c o n c e n t r a t i o n o f d i s i n f e c t a n t
p r o d u c e d .
I t i s im p o r t a n t f o r t h e E C G O t o b e c h e m i c a l l y c h a r a c t e r i z e d , s o t h a t t h e o p e r a t i n g
c o n d i t i o n s o f t h e p e n c e l l s a r e o p t im i z e d t o p r o d u c e a s o l u t i o n o f k n o w n o x i d a n t
c o m p o s i t i o n a n d c o n c e n t r a t i o n a n d h a v i n g o p t im u m m i c r o b i o c i d a l a c t i v i t y . A t t e m p t s
h a v e b e e n m a d e b y G o r d o n ( 19 9 8 ) a n d V e n c z e l ( 1 9 9 7 ) t o c h e m i c a l l y c h a r a c t e r i z e t h e
E C G O d i s i n f e c t a n t . I t i s h y p o th e s i z e d th a t c h l o r i n e , h y p o c h l o r o u s a c i d , c h l o r i n e d i o x i d e ,
o z o n e , h y d r o g e n p e r o x i d e a n d r a d i c a l s a r e a m o n g t h e o x i d a n t s p r o du c e d (R e i f f , 1 9 8 8 ;
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C r a y t o n e t a l . , 1 9 9 7 ) . H o w e v e r , i n G o r d o n
'
s ( 19 9 8) a n a l y s e s , t h e r e w a s n o d e t e c t i o n o f
c h l o r i n e d i o x i d e
,
o z o n e o r h y d r o g e n p e r o x i d e . V e n c z e l ( 1 9 9 7 ) t r i e d t o r e c o n s t r u c t t h e
E C G O s o l u t i o n b y g e n e r a t i n g e a c h d i s i n f e c t a n t s e p a r a t e l y a n d a d d i n g t h e m t o g e t h e r in
t h e p r o p o r t i o n s t h e y a r e t h o u g h t t o e x i s t . I n h e r s t u d y , t h e c h e m i c a l a n a l y s e s s u g g e s t e d
t h e f o l l o w i n g p e r c e n t a g e s o f t o t a l o x i da n t : 7 0% fr e e c h l o r i n e , 4 % a p p a r e n t o z o n e , 2 %
a p p a r e n t c h l o r i n e d i o x i d e , 2 % a p p a r e n t h y d r o g e n p e r o x i d e , t h e r e m a i n d e r b e i n g o t h e r
o x i d a n t s n o t m e a s u r a b l e b y th e t e c h n i q u e s u s e d . T h e r e c o n s t r u c t e d m i x t u r e h a d th e
fo l l o w i n g p r o p o r t i o n s : 9 0 % f r e e c h l o r i n e , 5 % o z o n e , 2 . 5% c h l o r i n e d i o x i d e a n d 2 %
h y d r o g e n p e r o x i d e . M i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n e x p e r im e n t s w e r e t h e n r u n w i t h t h e
r e c o n s t r u c t e d E C G O s o l u t i o n a n d th e E C G O d i s i n f e c t a n t p r o d u c e d f r o m th e B P S u n i t .
T h e i n a c t i v a t i o n r a t e s o f c o l i p h a g e M S2 a n d C p e rf r i n g e n s s p o r e s w e r e g r e a t e r w i t h t h e
E C G O t h a n w i t h t h e r e c o n s t r u c t e d m i x t u r e e v e n t h o u gh t h e r e c o n s t r u c t e d m i x t u r e d i d
p r o d u c e m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n T h e r e s u l t s fo r m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n b y th e
r e c o n s t r u c t e d m i x t u r e w e r e s i m i l a r t o t h o s e u s i n g fr e e c h l o r i n e i n a n e a r l i e r e x p e r im e n t .
T h u s
,
i t i s p o s s ib l e t h a t s h o r t - l i v e d o x i d a n t s p r e s e n t i n t h e E C G O s o l u t i o n w e r e
r e s p o n s i b l e f o r t h e f a s t e r m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n r a t e s o b s e r v e d .
D o w d ( 19 9 4 ) s t u d i e d t r i h a l o m e t h a n e (T H M ) f o r m a t i o n w i t h E C G O a n d a n a l y z e d
th e d i s i n f e c t a n t s o l u t i o n . I n h i s s t u dy , i t w a s d e t e r m i n e d t h a t t h e O 3 c o n c e n t r a t i o n i n t h e
s t o c k s o l u t i o n w a s 1 . 1 m g / L , w h i c h i s n e gl i g i b l e a f t e r t h e E C G O i s d i l u t e d i n t o w a t e r .
F u r t h e r m o r e
,
C I O 2 w a s n o t d e t e c t e d b y t h e m e th o d s t u d i e d (d e t e c t i o n l im i t o f 0 . 0 1 m g /L ) .
I n t h e T H M p r o d u c t i o n e x p e r im e n t s , i t w a s f o u n d t h a t t h e c h l o r i n e d e m a n d s o f t h e
E C G O s o l u t i o n s w e r e l e s s t h a n t h o s e o f s o d i u m h y p o c h l o r i t e , N a O C l . H o w e v e r , t h e
e x t e n t o f T H M fo r m a t i o n w a s e s s e n t i a l l y t h e s a m e fo r b o t h o x i d a n t s .
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A l t h o u g h t h e c h e m i c a l c h a r a c t e ri z a t i o n h a s y e t t o b e a c c o m p l i s h e d , m i x e d
o x i d a n t s y s t e m s a r e b e i n g u s e d w o r l dw i d e . O n e a d v o c a t e o f t h i s a l t e r n a t i v e t e c h n o l o g y i s
t h e P a n A m e ri c a n H e a l t h O r g a n i z a t i o n (PA H O ) W h i l e m a n y c o n v e n t i o n a l d i s i n f e c t i o n
m e t h o d s e x i s t
,
o v e r 7 5 % o f w a t e r t r e a tm e n t f a c i l i t i e s i n L a t i n A m e ri c a a n d t h e C a ri b b e a n
a r e i n a d e q u a t e o r u n r e l i a b l e a t p r o v i d i n g p o t a b l e w a t e r (R e i f f , 1 9 8 8 ) . S e v e r a l
c h a r a c t e r i s t i c s o f t h e m i x e d o x i d a n t s y s t e m s a r e d e s i r a b l e : s im p l i c i t y o f o p e r a t i o n a n d
m a i n t e n a n c e
,
d u r a b l e e q u i p m e n t , u s e o f r e a d i l y a v a i l a b l e c h e m i c a l s , a n d a s a f e a n d
e f f e c t i v e d i s i n f e c t a n t c a p a b l e o f p r o d u c i n g a r e s i d u a l . M o r e o v e r , a g r o u p o f o x i d a n t s c a n
b e m o r e e f f e c t i v e t h a n a s i n g l e o x i d a n t i n t h e d i s i n f e c t i o n o f w a t e r h a r b o ri n g a b r o a d
s p e c t r u m o f m i c r o b e s (R e i f f , 1 9 9 8 ) .
E n t e ri c p r o t o z o a a r e a p ri m e c a u s e o f w a t e r b o m e o u t b r e a k s i n t h e U n i t e d S t a t e s
a n d e l s e w h e r e . I n t h e U n i t e d S t a t e s d u ri n g 19 7 1 - 9 4 , p r o t o z o a w e r e i d e n t i f i e d i n 2 0% o f
o u t b r e a k s a n d 7 8 % o f i l l n e s s e s . C p a r v u m a n d G l a m b l i a w e r e l i n k e d t o 8 0 % o f t h e
c a s e s r e q u i ri n g h o s p i t a l i z a t i o n a n d 7 9 % o f r e p o r t e d d e a t h s w e r e a t t ri b u t e d t o t h e f o r m e r
p a r a s i t e (C r a u n e t a l , 1 9 9 8 ) . T h e s e m i c r o b e s a r e p e n e t r a t i n g t h e d ri n k i n g w a t e r s y s t em s
i n i n du s t ri a l i z e d c o u n t ri e s
,
b u t a r e c a u s i n g e v e n m o r e d e v a s t a t i o n i n d e v e l o p i n g
c o u n t ri e s . I n t h e s e u n d e v e l o p e d n a t i o n s , i n f a n t m o r t a l i t y r a t e s d u e t o d i a r r h e a l i l l n e s s e s
a r e t e n f o l d g r e a t e r th a n i n t h e d e v e l o p e d n a t i o n s (O k u n , 1 9 9 6 ) . T h u s , t h e r e i s a g r e a t n e e d
t o i d e n t i fy a n d i m p l e m e n t a l t e r n a t i v e w a t e r t r e a tm e n t m e t h o d s t h a t r e q u i r e l i t t l e
m a i n t e n a n c e
,
a r e e a s y t o o p e r a t e a n d p r o v i d e a d e q u a t e d i s i n f e c t i o n . T h e E C G O s y s t e m s
d e v e l o p e d b y M IO X , I n c . h a v e s h o w n s u b s t a n t i a l i n a c t i v a t i o n o f a v a ri e t y o f w a t e r b o m e
m i c r o b e s a n d f u r t h e r r e s e a r c h s h o u l d b e p u r s u e d t o d e v e l o p t h e m i n i a t u ri z e d v e r s i o n s o f
t h i s d i s i n f e c t i o n t e c h n o l o g y f o r u s e i n d e v e l o p i n g a s w e l l a s d e v e l o p e d c o u n t ri e s .
V I . C o n c l u s i o n
E x p e ri m e n t s w e r e c o n d u c t e d u s i n g a n a l t e r n a t i v e o x i d a n t d i s i n f e c t a n t (E C G O ) t o
d e t e r m i n e i t s a b i l i t y t o i n a c t i v a t e C p a r v u m o o c y s t s a n d B . s u b t i l is s p o r e s a t a d o s e o f 5
m g /L a t v a ri o u s e x p e r im e n t a l c o n d i t i o n s . T w o c o n f i g u r a t i o n s o f a m i n i a t u r i z e d
e l e c t r o c h e m i c a l g e n e r a t o r p r o d u c i n g a c o n c e n t r a t e d o x i d a n t s o l u t i o n fr o m N a C l , N e w
C e l l # 1 a n d F u l l P e n ( 1 1 ) , f a i l e d t o i n a c t i v a t e C . p a r v u m o o c y s t s a t p H 7 a n d 2 5
' '
C i n
O D F b u f f e r . T h e E C G O p r o d u c e d b y N e w C e l l # 1 w a s a l s o t e s t e d f o r i t s a b i l i t y t o









a n d a s i n g l e s o u r c e o f o o c y s t s i n p H
10 O D F b u f fe r a t 2 5
°
C . N o r e du c t i o n i n C p a r v u m o o c y s t s i n f e c t i v i t y w a s o b s e r v e d a t
a n y o f t h e s e t e s t c o n d i t i o n s . I n c o n t r a s t , b o t h E C G O d i s i n f e c t a n t s a n d F C w e r e a b l e t o
s u b s t a n t i a l l y i n a c t i v a t e (> 4 . 8 l o g i o) B s u b t i l i s s p o r e s a t p H 7 a n d 2 5
°
C i n O D F b u f f e r .
T h e d i s i n f e c t a n t g e n e r a t e d b y N e w C e l l # 1 a n d F C w e r e a l s o t e s t e d f o r s p o r e r e d u c t i o n i n








a n d i n p H 7
"
d i r t y
" b u f f e r a t
2 5
°
C . T h e t e m p e r a t u r e d e c r e a s e w a s s o m e w h a t s p o ri c i d a l (< 2 l o g i o ) f o r b o t h
d i s i n f e c t a n t s . A t p H 10 , E C G O a n d F C d i d n o t i n a c t i v a t e B s u b t i l i s s p o r e s . I n t h e
p r e s e n c e o f c l a y a n d h u m i c a n d fu l v i c a c i d s t h e r e w a s a p p r e c i a b l e i n a c t i v a t i o n (> 4 . 4
l o g i o ) o f t h e b a c t e ri a l e n d o s p o r e s w i t h b o t h N e w C e l l # 1 E C G O a n d F C . I n t h e s e s t u d i e s ,
p H a n d t e m p e r a t u r e h a d s i g n i fi c a n t e f f e c t s , w i t h g r e a t e r r e d u c t i o n s a t 2 5
°
C t h a n 5
°
C a n d
a t p H 7 th a n 10 , o n t h e e x t e n t o f e n d o s p o r e i n a c t i v a t i o n . T h e E C G O a n d F C d i s i n f e c t i o n
10 9
k i n e t i c s w e r e s i m i l a r f o r B s u b t i l i s s p o r e s , b u t t h e i n a c t i v a t i o n r a t e s w e r e n o t t h e s a m e
f o r t h e b a c t e r i a l s p o r e s a n d t h e p a r a s i t e o o c y s t s
T h e E C G O g e n e r a t e d fr o m t h e s e p e n c e l l s w a s u n a b l e t o i n a c t i v a t e C . p a r v u m
o o c y s t s . H o w e v e r , i n p r e v i o u s s t u d i e s , o t h e r p e n c e l l c o n f i g u r a t i o n s a n d B P S u n i t s h a v e
s u b s t a n t i a l l y r e d u c e d t h e i n f e c t i v i t y o f t h i s w a t e r b o m e p a r a s i t e . A r e c e n t s t u d y i n d i c a t e s
t h a t C p a r v u m o o c y s t s o b t a i n e d f r o m v a r i o u s c o m m e r c i a l s o u r c e s d i f f e r i n t h e e x t e n t t o
w h i c h t h e y a r e i n a c t i v a t e d b y a n o t h e r c h em i c a l o x i d a n t , c h l o r i n e d i o x i d e (C h a u r e t e t a l . ,
2 0 0 1 ) . T h e r e f o r e , d i f f e r e n c e s i n o o c y s t s f r o m v a r i o u s s o u r c e s , a s w e l l a s d i f f e r e n c e s i n
t h e E C G O p r o d u c e d b y d i f f e r e n t g e n e r a t o r s , m a y i n f l u e n c e t h e e x t e n t t o w h i c h C
p a r v u m o o c y s t s a r e i n a c t i v a t e d b y t h i s d i s i n f e c t a n t . M o r e s t u d i e s s h o u l d b e c o n d u c t e d t o
e x p l o r e v a r i o u s s o u r c e s o f C p a r v u m o o c y s t s a n d d i f f e r e n t E C G O g e n e r a t o r s f o r t h e i r
a b i l i t y t o r e d u c e o o c y s t i n f e c t iv i t y u n d e r v a r i o u s c o n d i t i o n s .
V I I . R e f e r e n c e s
A b b a s z a d e g a n , M o r t e z a , H a s a n , M i c h a e l a , G e r b a , C h a r l e s P . , R o e s s l e r , P e t e r F . , W i l s o n ,
B a r t h R . , K u e n n e n , R o y , a n d V a n D e l l e n , E r i c ( 1 9 9 7 ) . T h e D i s i n f e c t i o n E f f i c a c y o f a
P o i n t - o f - U s e W a t e r T r e a t m e n t S y s t e m A g a i n s t B a c t e r i a l , V i r a l a n d P r o t o z o a n
W a t e r b o m e P a th o g e n s . Wa t e r R e s e a r c h . 3 1 (3) , 5 74 - 5 82 .
A P H A ( 19 9 5 ) . S t a n d a r d M e t h o d s f o r t h e E x a m i n a t i o n o f Wa t e r a n d Wa s t e w a t e r . 1 9
*
e d .




a n d WE F : W a s h i n g t o n , D . C .
A r r o w o o d , M i c h a e l ( 19 9 7 ) D i a g n o s i s , C r y p t o s p o r i d i u m a n d C r y p t o s p o r i d i o s is , e d .
P a y e r , R o n a l d , C R C P r e s s : W a s h i n g t o n , D . C , 4 3 - 6 4 .
A r r o w o o d
,




L o n g
- T i
,
a n d H u r d , M a r g a r e t R . ( 1 9 9 4 ) . I n v i t r o A s s a y s o f
M a du r a m i c i n A c t i v i t y A g a i n s t C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m . J E u k a r y o t i c M ic r o . 4 1 , 2 3 S .
B a r b e a u , B e n o i t , B o u l o s , L i n a , D e sj a r d i n s , R a y m o n d , C o a l l i e r , J o s e e a n d P r e v o s t ,
M i c h e l e . ( 19 9 9 ) E x a m i n i n g t h e U s e o f A e r o b i c S p o r e - F o r m i n g B a c t e r i a t o A s s e s s t h e
E f f i c i e n c y o f C h l o r i n a t i o n . Wa t e r R e s e a r c h . 3 3 (1 3 ) , 2 9 4 1 - 2 9 4 8 .
B l a c k
,
E . K a t h l e e n
,
F i n c h
,
G o r d o n R .
,
T a g h i
- K i l a n i
,
R u h i , a n d B e l o s e v i c , M i o d r a g
( 19 9 6 ) . C o m p a r i s o n o f A s s a y s f o r C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m O o c y s t s V i a b i l i t y A ft e r
C h e m i c a l D i s i n f e c t i o n . F E M S Mi c r o L e t t e r s . 13 5 , 18 7 - 1 8 9 .
B l o o m f i e l d
,
S a l l y F . a n d A r t h u r , M . ( 1 9 89 ) . E f f e c t o f C h l o r i n e - R e l e a s i n g A g e n t s o n
B a c i l l u s s u b t i l i s V e g e t a t i v e C e l l s a n d S p o r e s . L e t t e r s i n A p p l i e d M i c r o . 8 , 1 0 1 - 104 .
B o t z e n h a r t , K . , T a r c s o n , G . M . , a n d O s t ra s c h k a , M . ( 19 9 3 ) . I n a c t i v a t i o n o f B a c t e r i a a n d
C o l i p h a g e s b y O z o n e a n d C h l o r i n e D i o x i d e i n a C o n t i n u o u s F l o w R e a c t o r . Wa t e r
S c i e n c e T e c h . 1 1 (3- 4 ) , 3 6 3 - 3 70 .
B r a d f o r d , W . L . , a n d B a k e r , F . A . ( 1 9 9 5 ) . D e s i g n , F a b r i c a t i o n , a n d T e s t i n g o f a
L a b o r a t o r y T e s t E l e c t r o ly t i c Wa t e r D i s i nf e c t i o n U n i t (E WD U) : A d d e n d u m N u m b e r 3
R e s u l t s o f S t u d i e s A d d r e s s i n g H e a l t h H a z a r d s A s s e s s m e n t R e p o r t I s s u e s w i t h t h e
E l e c t r o l y t i c Wa t e r D i s i n f e c t i o n U n i t , p r e p a r e d f o r t h e U . S . A r m y T a n k - A u t o m o t i v e a n d
A r m a m e n t s C o m m a n d , M o b i l i t y T e c h n o l o g y C e n t e r — B e l v o i r , L o s A l a m o s T e c h n i c a l
A s s o c i a t e s
,
L o s A l a m o s , N M , R e p o r t N u m b e r L A T A /M X
- 9 5 /0 0 2 2 .
B r a z i s , A . R . , L e s l ie , J . E . , K a b l e r , P . W . , a n d W o o d w a r d , R . L . ( 19 5 8 ) . T h e I n a c t i v a t i o n
o f Sp o r e s o f B a c i l l u s g l o b i g i i a n d B a c i l l u s a n t h r a c is b y F r e e A v a i l a b l e C h l o r i n e . A p p l i e d
M i c r o . 6 : 3 3 8 - 3 4 2 .
I l l




M a r s h a l l
,
M . M .
,




F r i c k e r
,
C . R .
,
Sm i th , H . V . , R o s e n , J . , a n d
C l a n c y , J . L . (2 0 0 0 ) . C o m p a ri s i o n o f C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m V i a b i l i t y a n d I n f e c t i v i t y
A s s a y s f o l l o w i n g O z o n e T r e a t m e n t o f O o c y s t s . A p p l i e d a n d E n v i r o n M i c r o . 6 6 (7 ) ,
2 9 7 2 - 2 9 8 0 .
C a m p b e l l , A . T . , R o b e r t s o n , L . J . a n d Sm i t h , H . V . ( 1 9 9 2 ) . V i ?^ \ \ \ i y o i C r y p t o s p o r i d i u m
p a r v u m O o c y s t s : C o r r e l a t i o n o f I n V i t r o E x c y s t a t i o n w i t h I n c l u s i o n o r E x c l u s i o n o f
F l u o r o g e n i c V i t a l D y e s . A p p l i e d a n d E n v i r o n M i c r o . 5 8 ( 1 1 ) , 3 4 8 8 - 3 4 9 3 .
C a m p b e l l , I . , T z i p o r i , S . , a n d H u t c h i s o n , G . ( 1 9 8 2 ) . E f f e c t o f D i s i n f e c t a n t s o n S u r v i v a l o f
C r y p t o sp o r i d i u m O o c y s t s . Ve t e r i n a r y R e c o r d . 1 1 1, 4 14 - 4 15 .




H u m a n V a t h o g e n . J C l i n P a t h o l . 3 8 , 1 3 2 1 - 1 3 3 6 .
C a s t e e l
,
M i c h a e l . ( 19 9 8 ) . I n a c t i v a t i o n o f C r y p t o sp o r d i u m p a r v u m O o c y s t s a n d
C l o s t r i d i u m p e r f r i n g e n s Sp o r e s i n Wa t e r by E l e c t r o c h e m i c a l ly G e n e r a t e d M i x e d
Ox i d a n t s . M . S . P . H . T e c h n i c a l R e p o r t , U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l .
C a t o n I I I , L a w r e n c e W . ( 19 8 6 ) . S h o r t - T e r m I n t e r a c t i o n s o f H e p a t i t i s A V i r u s , P o l i o v i r u s ,
a n d E c h o v i r u s w i t h So i ls S u s p e n d e d i n G r o u n d w a t e r a n d Wa s t e w a t e r . M . S . T h e s i s ,
U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l .
C h a u r e t
,
C h r i s t i a n P .
,
R a d z im i n s k i
,
C h r i s Z .
,
L e p u i l , M i c h a e l , C r e a s o n , R o b i n a n d
A n d r e w s , R o b e r t C . (2 0 0 1 ) . C h l o r i n e D i o x i d e I n a c t i v a t i o n o f C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m
O o c y s t s a n d B a c t e r i a l S p o r e I n d i c a t o r s . A p p l i e d a n d E n v i r o n Mi c r o . 6 7 (7 ) , 2 0 0 1 .
Ch i c k
,
H a r r i e t t e . ( 19 0 8 ) . A n I n v e s t i g a t i o n o f t h e L a w s o f D i s i n f e c t i o n J o f H y g i e n e . 8 ,
9 2 - 1 5 8 .
C l a n c y , J e n n i f e r L . , H a r g y , T h o m a s M . , M a r s h a l l , M a r i l y n M . , a n d D y k s e n , J o h n E .
( 19 9 8 ) . U V L i g h t h i a c t i v a t i o n o i C r y p t o sp o r i d i u m O o c y s t s . J A WWA 9 0 (9 ), 9 2 - 1 0 2 .
C l a r k
,
D o u g l a s . ( 1 9 9 9 ) . N e w I n s i gh t s i n t o H u m a n C r y p t o s p o r i d i o s i s . C l i n M i c r o
R e v i e w s . 1 2 (4 ) , 5 5 4 - 5 6 3 .
C l e a s b y , J o h n L . , a n d L o g s d o n , G a r y S . (1 9 9 9 ) . G r a n u l a r B e d a n d P r e c o a t F i l t r a t i o n ,
Wa t e r Qu a l i ty a n d Tr e a t m e n t : A H a n d bo o k of C o m m u n i ty Wa t e r S u p p l i e s , e d . L e t t e r m a n ,
R a y m o n d D . , M c G r a w - H i l l : N e w Y o r k , 8 . 1 - 8 . 9 9 .
C o h n
,
P e r r y D . , C o x , M i c h a e l a n d B e r g e r , P a u l S . ( 19 9 9 ) . H e a l t h a n d A e s t h e t i c A s p e c t s
o f W a t e r Qu a l i t y , Wa t e r Q u a l i ty a n d T r e a t m e n t : A H a n d b o o k o f C o m m u n i ty Wa t e r
S u p p l i e s , e d . L e t t e r m a n , R a y m o n d D . , M c G r a w - H i l l : N e w Y o r k , 2 . 1
- 2 . 86 .
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M i l l e r
,
R i c h a r d A .
,
a n d M e y e r s , J o e l D ( 19 84 ) . C r y p t o s p o ri d i o s i s A ft e r
M a r r o w T r a n s p l a n t a t i o n : P e r s o n t o P e r s o n T r a n s m i s s i o n a n d T r e a tm e n t w i t h Sp i r a m y c i n .
A n n a l s of I n t e r n a l M e d . 10 1 , 2 0 5- 2 0 6 .
C r a ik , S t e p h e n A . , W e l d o n , D a n i e l a , F i n c h , G o r d o n R . , B o l t o n , J a m e s R . , a n d B e l o s e v i c ,
M i o d r a g . (2 0 0 1 ) . I n a c t i v a t i o n o f C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m O o c y s t s U s i n g M e d i u m - a n d
L o w - P r e s s u r e U l t r a v i o l e t R a d i a t i o n . Wa t e r R e s e a r c h 3 5 (6 ) , 1 3 87 - 1 3 9 8 .
C r a u n
,
G u n t h e r F .
,
H u b b s
,
S t e p h e n A , F r o s t , F l o y d , C a l d e r o n , R e b e c c a L . , a n d V i a ,
S t e v e H . (1 9 9 8 ) . W a t e r b o m e O u tb r e a k s o f C r y p t o s p o r i d i o s i s . J A WWA . 9 0 (9 ) , 8 1 - 9 1 .
C r a y t o n , C y n d i , C a m p e r , A rm e , a n d W a r w o o d , B r y a n . ( 19 9 7) . E v a l u a t i o n o f M i x e d -
O x i d a n t s f o r t h e D i s i n f e c t i o n a n d R e m o v a l o f B i o fi l m s f r o m D i s t r i b u t i o n Sy s t e m s . I n
I n t e r n a t i o n a l Sy mp o s i u m o n Wa t e r b o m e C r y p t o sp o r i d i u m P r o c e e d i n g s , e d s . F r i c k e r , C .
R
,
C l a n c y , J L . , a n d R o c h e l l e , P A . A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n : D e n v e r .
C u r r e n t
,
W i l l i a m L .
,
a n d G a r c i a
,
L y n n e S . ( 19 9 1) . C r y p t o s p o r i d i o s i s . C l i n M i c r o
R e v i e w s . 4 (3 ) , 3 2 5 - 3 5 8 .
C u r r e n t
,
W i l l i a m L . ( 19 8 7 ) . C r y p t o sp o r i d i u m : I t s B i o l o g y a n d P o t e n t i a l f o r
E n v i r o n m e n t a l T r a n s m i s s i o n . C r i t i c a l R e v i e w s i n E n v i r o n m e n ta l C o n t r o l . 1 7 ( 1) , 2 1- 5 1 .
D
' A n t o n i o
,
R i c h a r d D .
,
W i n n
,
R i c h a r d D .
,
T a y l o r , J e f f e r y P . , G u s t a f s o n , T r a c y L . ,
C u r r e n t
,
Wi l l i a m L
,
R h o d e s
,
M a m i e M .
,
G a r y Jr . , G . W i l l i a m , a n d Z a j a c , R o b e r t A .
( 1 9 8 5 ) A W a t e r b o m e O u t b r e a k o f C r y p t o s p o r i d i o s i s i n N o r m a l H o s t s . A n n a l s of I n t e r n a l
M e d . 1 0 3
,
8 86 - 8 8 8 .
D o w d
,
M . T . ( 1 9 94 ) . A s s e s s m e n t o f T H M F o r m a t i o n w i t h MI OX . M a s t e r o f S c i e n c e i n
E n g i n e e r i n g T h e s i s , U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l .
D r i e d g e r , A m y M . , R e n n e c k e r , J a s o n L . , a n d M a r i n a s , B e n i t o J . (2 0 0 1) . I n a c t i v a t i o n o f
C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m O o c y s t s w i t h O z o n e a n d M o n o c h l o r a m i n e a t L o w T e m p e r a t u r e .
Wa t e r R e s e a r c h . 3 5 ( 1 ) , 4 1 - 4 8
D u P o n t , H e r b e r t L . , C h a p p e l l , C y n t h i a L . , S t e r l i n g , C h a r l e s R . , O k h u y s e n , P a b l o C ,
R o s e
,
J o a n B .
,
a n d J a k u b o w s k i
,
W a l t e r . ( 1 9 9 5) . T h e I n f c c i i y i i y o f C r y p t o sp o r i d i u m
p a r v u m i n H e a l t h y V o l u n t e e r s . N e w E n g J M e d . 3 3 2 ( 13 ) , 8 5 5 - 8 5 9 .
E v a n s
,
C . G . T
,
H a r r i s - Sm i t h , R . ( 1 9 7 1) A N o v e l S e l e c t i v e M e t h o d f o r t h e P r o d u c t i o n
o f B a c i l l u s s u b t i l i s v a r . n ig e r Sp o r e s . J A p p l i e d B a c t e r i o l o g y . 34 ( 1) : 2 15 - 2 1 9 .
F a c i l e , N a t h a l i e , B a r b e a u , B e n o i t , P r e v o s t , M i c h e l e a n d K o u dj o n o u , B o n i f a c e . (2 0 0 0 ) .
E v a l u a t i n g B a c t e r i a l A e r o b i c Sp o r e s a s a Su r r o g a t e f o r G i a r d i a a n d C r y p t o sp o r i d i u m
I n a c t i v a t i o n b y O z o n e . Wa t e r R e s e a r c h . 3 4 (12 ) , 32 3 8- 3 24 6 .
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a n d L a l o n d e
,
R . ( 1 9 9 0 ) . L o n g - S t a n d i n g S ym p t o m a t i c C r y p t o s p o r i d i o s i s i n a
N o r m a l M a n : C l i n i c a l R e s p o n s e t o S p i r a m y c i n . / C / / « G a s t r o e n t e r o l o g y . 1 2 (2 ) , 1 9 0 -
1 9 1 .
F a l k
, C o r n e l i a C , K a r a n i s , P a n a g i o t i s , S c h o e n e n , D i r k , a n d S e i t z , H a n n s M a r t i n . ( 1 99 8) .
B e n c h S c a l e E x p e r im e n t s f o r t h e E v a l u a t i o n o f a M e m b r a n e F i l t r a t i o n M e t h o d f o r t h e
R e c o v e r y E f fi c i e n c y o f G i a r d i a a n d C r y p t o sp o r i d i u m f r o m W a t e r . Wa t e r R e s e a r c h . 32
(3 ) , 5 6 5 - 5 6 8 .
F a y e r , R o n a l d , M o r g a n , U n a , a n d U p t o n , S t e v e J . (2 0 0 0 ) . E p i d e m i o l o g y o f
C r y p t o sp o r i d i u m : T r a n s m i s s i o n , D e t e c t i o n a n d I d e n t i fi c a t i o n . I n t e r n a t i o n a l J
P a r a s i t o l o g y . 3 0 , 1 3 0 5
- 1 3 2 2 .
F a y e r , R o n a l d , S p e e r , C . A . , a n d D u b e y , J . P . ( 1 9 9 7 ) . T h e G e n e r a l B i o l o g y o f
C r y p t o sp o r i d i u m , C r y p t o sp o r i d i u m a n d C r y p t o s p o r i d i o s i s , e d . F a y e r , R o n a l d , C R C
P r e s s : W a s h i n g t o n , D . C . , 1 - 4 2 .
F a y e r , R o n a l d , G r a c z y k , T h a d d e u s K . , C r a n fi e l d , M i c h a e l R , a n d T r o u t , J a m e s M .
( 1 9 9 6 ) . G a s e o u s D i s i n f e c t i o n o f C r y p t o sp o r d i u m p a r v u m O o c y s t s . A p p l i e d a n d E n v i r o n
M i c r o . 6 2 ( 10 ) , 3 9 0 8 - 3 9 0 9 .
F a y e r , R o n a l d a n d N e r a d , T h o m a s . ( 1 9 9 6 ) . E f fe c t s o f L o w T e m p e r a t u r e s o n V i a b i l i t y o f
C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m O o c y s t s . A p p l i e d a n d E n v i r o n M i c r o . 6 2 (4 ) , 1 4 3 1 - 1 4 3 3 .
F a y e r , R o n a l d . ( 1 9 9 5 ) . E f fe c t o f So d i u m H y p o c h l o r i t e E x p o s u r e o n I n f e c t i v i t y o f
C r yp t o s p o r i d i u m p a r v u m O o c y s t s f o r N e o n a t a l B A L B / c M i c e . A p p l i e d a n d E n v i r o n
Mi c r o . 6 1 (2 ) , 84 4 - 84 6 .
F i n c h
,
G . R .
,
B l a c k
,
E . K .
,
G y u r e k , L . , a n d B e l o s e v i c , M ( 19 9 3 ) . O z o n e I n a c t i v a t i o n o f
C r yp t o s p o r i d i u m p a r v u m i n D e m a n d - F r e e P h o s p h a t e B u f f e r D e t e r m i n e d b y I n V i t r o
E x c y s t a t i o n a n d A n im a l I n f e c t i v i t y . A p p l i e d a n d E n v i r o n M i c r o . 5 9 ( 12 ) , 4 2 0 3 - 4 2 10 .
F r e e r
,
S o fi a M . ( 1 9 84 ) . A P e r m a n e n t W e t - M o u n t f o r F l u o r e s c e n t M i c r o s c o p y o f S u r f a c e
S t a i n e d L j m i p h o i d C e l l s . J I m m u n o l o g i c a l M e t h o d s . 6 6 , 1 8 7 - 18 8 .
G e r b a
,
C h a r l e s P . (2 0 0 0 ) . D i s i n f e c t i o n , E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y , e d s . M a i e r , R a i n a
M .
,
P e p p e r , I a n L . , a n d G e r b a , C h a r l e s P . , A c a d e m i c P r e s s , S a n D i e g o , 5 4 3
- 5 5 6
G o r d o n
,
G i l b e r t . ( 1 9 9 8 ) . E l e c t r o c h e m i c a l M ix e d O x i d a n t T r e a t m e n t : C h e m i c a l D e t a i l o f
E l e c t r o ly z e d S a l t B r i n e T e c h n o l o g y . P r e p a r e d f o r I T C o r p o r a t i o n , C i n c i n n a t i , O H a n d
U S E P A
,
N a t i o n a l R i s k M a n a g e m e n t R e s e a r c h L a b o r a t o r y : C i n c i n n a t i , O H .
G r a y , N . F . ( 19 9 4 ) . D r i n k i n g Wa t e r Q u a l i ty : P r o b l e m s a n d So l u t i o n s . J o h n W i l e y & S o n s ,




J i r i , P e t e r s e n , C a r o l y n , N e l s o n , R i c h a r d , a n d L e e c h , J a m e s . ( 1 9 9 1) C r yp t o s p o r i d i u m
p a r v u m : I n V i t r o C u l t i v a t i o n i n M a d i n - D a r b y C a n i n e K i dn e y C e l l s . J P r o t o z o o l o g y . 3 8
( 6 ) , 7 2 - 7 3 S .
G y u r e k , L y n d o n L , a n d F i n c h , G o r d o n , R . ( 1 9 9 8 ) . M o d e l i n g W a t e r T r e a t m e n t C h e m i c a l
D i s i n f e c t i o n K i n e t i c s . J E n v i r o n E n g 12 4 (9 ) , 7 8 3 - 7 9 3 .
H a a s
,
C h a r l e s N . ( 1 9 9 9 ) . D i s i n f e c t i o n , Wa t e r Qu a l i ty a n d T r e a t m e n t : A H a n d b o o k o f
C o m m u n i ty Wa t e r S u p p l i e s , e d . L e t t e r m a n , R a y m o n d D . , M c G r a w - H i l l : N e w Y o r k , 1 4 . 1 -
4 . 6 0 .
H a m e r
,




H o n o r i n e
,
T z i p o r i , S a u l , P e r e i r a , M i e r c i o E . A . , A l r o y ,
J o s e p h P . , K e u s c h , G e r a l d T . ( 1 9 9 4 ) . A t t a c h m e n t o i C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m
S p o r o z o i t e s t o M D C K C e l l s i n V i t r o . I nf e c t i o n a n d I m m u n o l o g y 6 2 (6 ) , 2 2 0 8 - 2 2 13 .




a n d L a n e , D a v i d . ( 19 8 8 ) . A n t i b o d i e s : A L a b o r a t o r y M a n u a l , C o l d S p r i n g
H a r b o r L a b o r a t o r y : N e w Y o r k , p . 4 18 .
H ij j w i , N . S . , M e l o n i , B . P , M o r g o n , U . M . , a n d T h o m p s o n , R . C . A . (2 0 0 1 ) . C o m p l e t e
D e v e l o p m e n t a n d L o n g - T e r m M a i n t e n a n c e o f C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m H u m a n a n d
C a t t l e G e n o t y p e s i n C e l l C u l t u r e . I n t e r n a t i o n a l J P a r a s i t o l o g y . 3 1 , 104 8 - 1 0 5 5 .




a n d H a s h im o t o , A . (1 9 9 8) . E x p e r im e n t a l A s s e s sm e n t o f t h e E f f i c a c y o f
M i c r o fi l t r a t i o n a n d U l t r a f i l t r a t i o n f o r C r y p t o sp o r i d i u m R e m o v a l . Wa t e r Sc i e n c e a n d
T e c A . 3 8 ( 12 ) , 1 0 3 - 1 0 8 .
H s u
,
B i n g
- M u
,
H u a n g , C h i h p i n , H s u , Y e o n g - F u a , J i a n g , G u o - Y i n g , a n d H s u , C h i h - L i
L i l i a n
. (2 0 0 1 ) . E v a l u a t i o n o f T w o C o n c e n t r a t i o n M e t h o d s f o r D e t e c t i n g G i a r d i a a n d
C r y p t o s p o r i d i u m i n Wa t e r . Wa t e r R e s e a r c h . 3 5 (2 ) , 4 1 9 - 4 2 4 .
H u f f m a n
,
D e b r a E .
,
S l i f k o
,
T h e r e s a R .
,
Sa l i s b u r y , K e n t , a n d R o s e , J o a n B . (2 0 0 0 ) .
I n a c t i v a t i o n o f B a c t e r i a , V i r u s a n d C r y p t o s p o r i d i u m b y a P o i n t - o f - U s e D e v i c e U s i n g
P u l s e d B r o a d Sp e c t r u m Wh i t e L i gh t . Wa t e r R e s e a r c h . 3 4 (9 ) , 2 4 9 1 - 2 4 9 8 .
J a c a n g e l o , Jo s e p h G . , A dh a m , Sa m e r S . , a n d L a i n e , J e a n - M i c h e l . ( 1 9 9 5 ) . M e c h a n i s m o f
C r y p t o s p o r i d i u m , G i a r d i a , a n d M S 2 V i r u s R e m o v a l b y M F a n d U P . J A WWA . Se p t . ,
1 0 7 - 12 1 .
J a k u b o w s k i
,
W a l t e r
,
Su s a n B o u t r o s
,
Wa l t e r F a b e r , R o n P a y e r , W i l l i a m G h i o r s e , M a r k
L e C h e v a l l i e r
,
J o a n R o s e
,
St e p h e n S c h a u b , A j a i b S i n g h a n d M i c St e w a r t . ( 19 9 6 ) .
E n v i r o n m e n t a l M e t h o d s f o r C r y p t o s p o r i d i u m . J A WWA . Se p t . , 1 0 7 - 1 2 1 .
J o hn s o n
,
D . C . , R e yn o l d s , K . A . , G e r b a , C . P . , P e p p e r , I . L . , a n d R o s e , J . B . (1 9 9 5) .
D e t e c t i o n o i G i a r d i a a n d C r y p t o s p o r i d i u m i n M a r i n e W a t e r s . Wa t e r Sc i T e c h . 3 1, 4 3 9
-
4 4 2 .
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K a r p e l V e l L e i t n e r , N , D e L a a t , J . , D o r e , M . , a n d S u t y , H . ( 1 9 96 ) . T h e U s e o f C IO 2 i n
D r i n k i n g W a t e r T r e a t m e n t : F o r m a t i o n a n d C o n t r o l o f I n o r g a n i c B y - P r o du c t s (C I O 2
"
,
C lO ) , D i s i n f e c t i o n B y - P r o d u c t s i n Wa t e r T r e a t m e n t : T h e C h e m i s t r y of T h e i r F o r m a t i o n
a n d C o n t r o l , e d s . M i n e a r , R o g e r A . , a n d A m y , G a r y L . , C R C P r e s s : F l o r i d a , 3 9 3 - 4 0 7 .
K o c h
,
K e n n e t h L .
,
P h i l l i p s , D e b r a J . , A b e r , R o b e r t C , a n d C u r r e n t , W i l l i am L . ( 19 8 5 ) .
C r y p t o s p o r i d i o s i s i n H o s p i t a l P e r s o n n e l : E v i d e n c e f o r P e r s o n - t o - P e r s o n T r a n s m i s s i o n .
A n n a l s o f I n t e r n a l M e d . 1 0 2 , 5 9 3 - 5 9 6 .




M e a d
,
J . R .
,






S i n c l a i r , N . A . , a n d S t e r l i n g , C . A . ( 19 9 0 ) .
E f f e c t s o f O z o n e
,
C h l o r i n e D i o x i d e
,
C h l o r i n e a n d M o n o c h l o r a m i n e o n C r y p t o s p o r i d i u m
p a r v u m O o c y s t V i a b i l i t y . A p p l i e d a n d E n v i r o n Mi c r o . 5 6 (5 ) , 14 2 3 - 1 4 2 8 .
K u h n
,
R y a n a n d O s h im a , K e v i n H . (2 0 0 1 ) . E v a l u a t i o n a n d O p t im i z a t i o n o f a R e u s a b l e
H o l l o w F i b e r U l t r a fi l t e r a s a F i r s t St e p i n C o n c e n t r a t i n g C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m
O o c y s t s fr o m W a t e r . Wa t e r R e s e a r c h . 3 5 (1 1 ) , 2 7 7 9 - 2 7 8 3 .
L e C h e v a l l i e r
,
M a r k W .
,
N o r t o n , W i l l i a m D . , S i e g e l , Ju d i t h E . , a n d A b b a s z a d e g a n ,
M o r t e z a . ( 1 9 9 5 ) E v a l u a t i o n o f t h e Im m u n o f l u o r e s c e n c e P r o c e d u r e f o r D e t e c t i o n o f
G i a r d i a C y s t s a n d C r y p t o sp o r i d i u m O o c y s t s i n W a t e r . A p p l i e d a n d E n v i r o n M i c r o . 6 1
(2 ) , 6 9 0 - 6 9 7 .
L e C h e v a l l i e r
,
M a r k W .
,
N o r t o n
,
W i l l i a m D . ( 1 9 9 2 ) . E x a m i n i n g R e l a t i o n s h i p s b e tw e e n
P a r t i c l e C o u n t s a n d G i a r d i a
,
C r y p t o s p o r i d i u m , a n d T u r b i d i t y J A WWA . 8 4 ( 12 ) , 5 4 - 6 0
L e C h e v a l l i e r
,
M a r k W .
,
N o r t o n
,
W i l l i a m D .
,
a n d L e e
,
R a m o n G . ( 1 9 9 1 ) . G i a r d i a a n d
C r y p t o sp o r i d i u m s p p . i n F i l t e r e d D r i n k i n g W a t e r S u p p l i e s . A p p l i e d a n d E n v i r o n M i c r o .
5 7 (9 ) , 2 6 17 - 2 6 2 1 .
L e t t e r m a n , R a y m o n d D . , A m i r t h a r a j a h , A p p i a h , a n d O
' M e l i a , C h a r l e s R . ( 19 9 9 )
C o a g u l a t i o n a n d F l o c c u l a t i o n , Wa t e r Q u a l i ty a n d T r e a t m e n t : A H a n d b o o k of C o m m u n i ty
Wa t e r S u p p l i e s , e d L e t t e r m a n , R a ym o n d D . , M c G r a w - H i l l : N e w Y o r k , 6 . 1 - 6 . 6 6 .
L o r e n z o - L o r e n z o
,
M . J .
,
A r e s - M a z a s
,
M . E .
,
V i l l a c o r t a - M a r t i n e z d e M a t u r a n a , I . , a n d
D u r a n - O r e i r o
,
D . ( 1 9 9 3 ) . E f f e c t o f U l t r a v i o l e t D i s i n f e c t i o n o f D r i n k i n g W a t e r o n t h e
y i a h i l i t y o f C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m O o c y s t s . J of P a r a s i t o l o g y . 7 9 ( 1) , 6 7 - 7 0 .
M a c K e n z i e
,
W i l l i a m R .
,
H o x i e
,
N e i l J
,
P r o c t o r , M a r y E . , G r a d u s , M . S t e p h e n , B l a i r ,
K a t h l e e n A . , P e t e r s o n , D a n E . , K a z m i e r c z a k , J a m e s J . , A d d i s s , D a v i d G . , F o x , K im R . ,
R o s e , J o a n B . , a n d D a v i s , J e f f r e y P . ( 19 9 4 ) . A M a s s i v e O u t b r e a k i n M i lw a u k e e o f
C r y p t o sp o r i d i u m h i f e c t i o n T r a n sm i t t e d T h r o u gh t h e P u b l i c W a t e r S u p p l y . N E n g J M e d .
3 3 1 (3 ), 16 1 - 16 7 .
M a r s h a l l
,
M a r i l y n M . , N a u m o v i t z , D o n n a , O r t e g a , Y n e s , a n d S t e r l i n g , C h a r l e s , R . ( 19 9 7 ) .
W a t e r b o m e P r o t o z o a n P a t h o g e n s . C l i n M i c r o R e v i e w s . 1 0 (1) , 7 4 - 76 .
1 16
M e d e m a
,
G e r tj a n . ( 19 9 9) . C r y p t o sp o r i d i u m a n d G i a r d i a : N e w C h a l l e n g e s t o t h e Wa t e r
I n d u s t r y . P h D . D i s s e r t a t i o n . U n i v e r s i t y o f U t r e c h t .
M e i s e l , J . L . , P e r e r a , D . R . , M e l i g r o , C , a n d R u b i n , C . E . ( 1 9 7 6 ) . O v e r w h e l m i n g W a t e r y
D i a r r h e a A s s o c i a t e d w i t h C r y p t o s p o r i d i u m i n a n Im m u n o s u p p r e s s e d P a t i e n t .
G a s t r o e n t e r o l o g y . 7 0 , 1 1 5 6 - 1 16 0 .
M i n t z , E r i c D . , R e i f f , F r e d M . , a n d T a u x e V . (1 9 9 5) . S a fe Wa t e r T r e a tm e n t a n d St o r a g e
i n t h e H o m e : A P r a c t i c a l N e w S t r a t e g y t o P r e v e n t W a t e r b o m e D i s e a s e . J A M A . 2 7 3 ( 12 ) ,
9 4 8 - 9 5 3 .
M I O X
,
I n c . (2 0 0 1 ) ( h t t r ) : / / w w w . m i o x c o m )
M I O X
,
I n c . ( 1 9 9 8 ) . P r e s e n t a t i o n Sl i d e s R e c e i v e d b y M i k e C a s t e e l a t t h e U n i v e r s i t y o f
N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l .
M o e , C h r i s t i n e . ( 1 9 9 7 ) . W a t e r b o m e T r a n s m i s s i o n o f I n f e c t i o u s A g e n t s . M a n u a l of
E n v i r o n m e n t a l Mi c r o b i o l o g y , e d s . C hr i s t o n J . H u r s t , K n u d s e n , G u y R . , M c l n e m e y ,
M i c h a e l J .
,
St e t z e n b a c h
,
L i n d a D .
,
a n d W a l t e r , M i c h a e l V . , A SM P r e s s : W a s h i n g t o n ,
D . C . , 13 6 - 1 5 2 .
M o f i d i
,
A l e x a n d e r A .
,
B a r i b e a u , H e l e n e , R o c h e l l e , P a u l A . , D e L e o n , R i c a r d o , C o f f e y ,
B r a d l e y M . , a n d G r e e n , J a m e s F . (2 0 0 1 ) . D i s i n f e c t i o n o f C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m w i t h
P o l y c h r o m a t i c U V L i g h t . J A WWA . 9 3 (6 ) , 9 5 - 1 0 9 .
M o s k o v i t z , B . L . , S t a n t o n , T . L . , a n d K u s m i e r e k , J . J . E . ( 1 9 8 8 ) S p i r a m y c i n T h e r a p y f o r
C r y p t o s p o r i d i a l D i a r r h o e a i n I m m u n o c o m p r o m i s e d P a t i e n t s . J A n t i m i c r o b i a l
C h e m o t h e r a p y 2 2 , Su p p l . B , 18 9 - 1 9 1 .
N i e m i n s k i
,
E v a C
,
a n d O n g e r t h , J e r r y E . ( 19 9 5 ) . R e m o v i n g G i a r d i a a n d
C r y p t o sp o r i d i u m b y C o n v e n t i o n a l T r e a t m e n t a n d D i r e c t F i l t r a t i o n . J A WWA . S e p t . , 9 6 -
1 0 6 .
N im e , F r e d a A . , B u r e k , J o e D . , P a g e , D a v i d L . , H o s s c h e r , M y r o n A . , a n d Y a r d l e y , J o h n
H . ( 19 7 6 ) . A c u t e E n t e r o c o l i t i s i n a H u m a n B e i n g I n f e c t e d w i t h T h e P r o t o z o a n
C r y p t o sp o r i d i u m . G a s t r o e n t e r o l o g y 7 0 , 5 9 2 - 5 9 8 .
O k h u y s e n , P a b l o C , C h a p p e l l , C y n t h i a L . , C r a b b , J o s e p h H . , S t e r l i n g , C h a r l e s R . ,
D u P o n t , H e r b e r t L . ( 1 9 9 9 ) . V i r u l e n c e o f T hr e e D i s t i n c t C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m I s o l a t e s
f o r H e a l t h y A d u l t s . J I nf e c t i o u s D i s e a s e s . 1 8 0 , 1 2 7 5 - 1 2 8 1 .
O k h u y s e n , P a b l o C , Ch a p p e l l , C y n t h i a L . , S t e r l i n g , C h a r l e s R , Ja k u b o w s k i , W a l t e r , a n d
D u P o n t
,
H e r b e r t L . ( 19 9 8 ) . S u s c e p t i b i l i t y a n d Se r o l o g i c a l R e s p o n s e o f H e a l t h y A d u l t s t o
R e i n f e c t i o n w i t h C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m . I n f e c t i o n a n d I m m u n i ty . 6 6 (2 ) , 4 4 1- 4 4 3 .
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O k u n , D a n i e l A . ( 1 9 9 6 ) F r o m C h o l e r a t o C a n c e r t o C r y p t o s p o r i d i o s i s . J E n v i r o n E n g .
4 5 3 - 4 5 8 .
P a r k e r
,
J . F . W
,
a n d Sm i t h
,
H . V . ( 1 9 9 3 ) . D e s t r u c t i o n o f O o c y s t s o f C r y p t o s p o r i d i u m
p a r v u m b y S a n d a n d C h l o r i n e . Wa t e r R e s e a r c h . 2 7 (4 ) , 7 2 9 - 7 3 1 .
P o n t i u s
,
F r e d e r i c k W .
,
a n d C l a r k
,
S t e p h e n W ( 19 9 9 ) . D r i n k i n g W a t e r Q u a l i t y S t a n d a r d s ,
R e g u l a t i o n s , a n d G o a l s , Wa t e r Qu a l i ty a n d T r e a t m e n t : A H a n d b o o k of C o m m u n i ty Wa t e r
S u p p l i e s , e d . L e t t e r m a n , R a y m o n d D . , M c G r a w - H i l l , N e w Y o r k : 1 . 1 - 1 . 4 5 .
P o w e r s
,
E dm u n d M ( 19 6 8 ) M e t h o d f o r O b t a i n i n g F r e e B a c t e r i a l S p o r e s o f B a c i l l u s
s u b t i l i s v a r . n ig e r . A p p l i e d M i c r o . 1 6 ( 1 ) : 1 8 0 - 1 8 1 .
Qu i c k , R o b e r t E . , V e n c z e l , L i n d a V . , G o n z a l e z , O s c a r , M i n t z , E r i c D . , H i g h s m i th , A n i t a
K . , E s p a d a , A n g e l i c a , D a m i a n i , E s t h e r , B e a n , N a n c y , H . , H a n n o v e r , E r i k a H . , a n d T a u z e ,
R o b e r t V . ( 19 9 6 ) . N a r r o w - M o u t h e d W a t e r S t o r a g e V e s s e l s a n d I n Si t u C h l o r i n a t i o n i n a
B o l i v i a n C o mm u n i t y : A Sim p l e M e th o d t o Im p r o v e D r i n k i n g W a t e r Qu a l i t y . A m J T r o p
M e d Hy g . 5 4 (5 ) , 5 1 1 - 5 16 .
R e i f f
,
F r e d M . ( 19 88 ) . D r i n k i n g W a t e r Im p r o v e m e n t i n t h e A m e r i c a s w i t h M i x e d
O x i d a n t G a s e s G e n e r a t e d O n - S i t e f o r D i s i n f e c t i o n (M O G G O D ) . P A H O B u l l e t i n . 2 2 (4 ) ,
3 9 4 - 4 1 5 .
R e n n e c k e r
,
Ja s o n L
,
D r i e d g e r , A m y M . , R u b i n , S a r a A . , a n d M a r i n a s , B e n i t o J . (2 0 00 )
Sy n e r g y i n S e q u e n t i a l I n a c t i v a t i o n o f C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m w i th O z o n e / F r e e
C h l o r i n e a n d O z o n e /M o n o c h l o r a m i n e . Wa t e r R e s e a r c h . 3 4 ( 17 ) , 4 1 2 1 - 4 1 3 0 .
R i c e
,
E u g e n e W . , F o x , K im R . , M i l t n e r , R i c h a r d J , L y t i c , D a r r e n A . , a n d J o h n s o n ,
C l i f f o r d H . ( 19 9 6 ) . E v a l u a t i n g P l a n t P e r f o r m a n c e w i t h E n d o s p o r e s . J o u r n a l A WWA . 8 8
(9 ) , 12 2 - 1 3 0 .
R o s e , Jo a n B , L i s l e , J o h n T . , a n d L e C h e v a l l i e r M a r k . ( 19 9 7 ) . W a t e r b o m e
C r y p t o s p o r i d i o s i s : I n c i d e n c e , O u t b r e a k s a n d T r e a tm e n t St r a t e g i e s , C r y p t o sp o r i d i u m a n d
C r y p t o s p o r i d i o s i s , e d . P a y e r , R o n a l d , C R C P r e s s : W a s h i n g t o n , D . C . , 9 3 - 1 0 9 .
R o s e , J o a n B . , L i s l e , J o h n T . , a n d H a a s , C h a r l e s N . (1 9 9 6) . T h e R o l e o f P a t h o g e n
M o n i t o r i n g i n M i c r o b i a l R i s k A s s e s sm e n t , M o d e l i n g D i s e a s e T r a n s m i s s i o n a n d I t s
P r e v e n t i o n by D i s i nf e c t i o n , e d . H u r s t , C h r i s t o n J . , C a m b r i d g e U n i v e r s i t y P r e s s ,
C a m b r i d g e , 7 5 - 9 8 .
R o s e
,
Jo a n B . ( 1 9 9 3) . E n t e r i c W a t e r b o m e P r o t o z o a : H a z a r d a n d E x p o s u r e A s s e s s m e n t .
S a f e ty o f Wa t e r D i s i n f e c t i o n : B a l a n c i n g C h e m i c a l a n d M i c r o b i a l R is k s , e d . C r a u n ,
G u n t h e r F . , IL SI P r e s s : W a s h i n g t o n , D . C . , 1 15 - 1 2 6 .
R o s e , J o a n B . , G e r b a , C h a r l e s P , a n d J a k u b o w s k i , W a l t e r . ( 1 9 9 1 ) . S u r v e y o f P o t a b l e
W a t e r Su p p l i e s f o r C r y p t o sp o r i d i u m a n d G i a r d i a . E n v r i o n Sc i T e c h . 2 5 , 1 39 3 - 1 4 0 0 .
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R o s e
,
J o a n B ( 19 8 8 ) . O c c u r r e n c e a n d S i g n i f i c a n c e o f C r y p t o s p o r i d i u m i n Wa t e r . J
A WWA . %Q {2 ) , 5 ?, - 5 %.
R u f fe l l
,
K r i s t e n M .
,
R e n n e c k e r
,




a n d M a r i n a s
,
B e n i t o J . (2 0 0 0 ) . I n a c t i v a t i o n o f
C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m O o c y s t s w i t h C h l o r i n e D i o x i d e Wa t e r R e s e a r c h . 3 4 ( 3 ) , 8 6 8 -
8 7 6 .
R u s i n
,
P a t r i c i a
,
E n r i q u e z , C a r l o s E . , J o h n s o n , D a n a , a n d G e r b a , C h a r l e s P . ( 19 9 9 ) .
E n v i r o n m e n t a l l y T r a n s m i t t e d P a t h o g e n s , E n v i r o n m e n t a l Mi c r o b i o l o g y , e d s M a i e r , R a i n a
M .
,
P e p p e r , I a n L . , a n d G e r b a , C h a r l e s P . , A c a d e m i c P r e s s : S a n D i e g o , 4 4 7 - 4 8 9 .
R u s s e l l , A . D . ( 1 9 9 8 ) . B a c t e r i a l R e s i s t a n c e t o D i s i n f e c t a n t s : P r e s e n t K n o w l e d g e a n d
F u t u r e P r o b l e m s . J o u r n a l o f H o s p i t a l I nf e c t i o n . 4 0 (S u p p l A ) , S e p t . , H 3 D .
S h i n
,
G w y - A m , L i n d e n , K a r l G . , A r r o w o o d , M i k e , a n d S o b s e y , M a r k D . (2 0 0 1 ) .
I n a c t i v a t i o n o f C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m b y l o w - p r e s s u r e U V r a d i a t i o n . A p p l i e d a n d
E n v i r o n M i c r o . 6 7 (7 ) , 3 0 2 9 - 3 0 3 2 .
S i m m o n s I I I , O t t o . (2 0 0 1 ) . P e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n .
S i m m o n s I I I
,
O t t o D .
,
S o b s e y , M a r k D . , H e a n e y , C h r i s t o p h e r D . , S c h a e f e r I I I , F r a n k , a n d
F r a n c y , D o n n a S (2 0 0 1 ) . C o n c e n t r a t i o n a n d D e t e c t i o n o f C r y p t o s p o r i d i u m O o c y s t s i n
S u r f a c e W a t e r S a m p l e s b y M e th o d 16 2 2 U s i n g U l t r a f i l t r a t i o n a n d C a p s u l e F i l t r a t i o n .
A p p l i e d a n d E n v i r o n M i c r o . 6 7 ( 3 ) , 1 1 2 3 - 1 1 2 7 .
Sl i f k o
,
T . R .
,
R a gh u b e e r , E . , a n d R o s e , J . B . (2 0 0 0 ) . E f f e c t o f h i g h h y d r o s t a t i c p r e s s u r e
o n C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m i n f e c t i v i t y . J F o o d P r o t e c t i o n . 6 3 (9 ) : 1 2 62 - 1 2 6 7 .
Sl i f k o
,
T h e r e s a R .
,
H u f fi n a n
,
D e b r a E .
,
a n d R o s e
,
J o a n B ( 19 99 ) . A M o s t - P r o b a b l e -
N u m b e r A s s a y f o r E n u m e r a t i o n o f I n f e c t i o u s C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m O o c y s t s . A p p l i e d
a n d E n v ir o n Mi c r o . 6 5 (9 ): 3 9 3 6 - 3 9 4 1 .
S l i f k o
,
T h e r e s a R .
,
F r i e dm a n
,
D e b r a
,
R o s e
,
J o a n B .
,
a n d J a k u b o w s k i
,
W a l t e r . ( 1 9 9 7 ) . A n
I n V i t r o M e t h o d f o r D e t e c t i n g I n fe c t i o u s C r y p t o s p o r i d i u m O o c y s t s w i t h C e l l C u l t u r e .
A p p l i e d a n d E n v i r o n M i c r o . 6 3 (9 ) , 3 6 6 9- 3 6 7 5 .
Sm i th , H . V . ( 1 9 9 8 ) D e t e c t i o n o f P a r a s i t e s i n t h e E n v i r o n m e n t . P a r a s i t o l o g y . 1 17 : S I 1 3 -
S 14 1 .
Sm i th
,
H . V . a n d J . B . R o s e . ( 1 9 9 8 ) . W a t e r b o m e C r y p t o s p o r i d i o s i s : C u r r e n t St a t u s .
P a r a s i t o l o g y T o d a y 14 ( 1 ) , 1 4 - 2 2 .
Sn o e y i n k , V e r n o n L , a n d J e n k i n s , D a v i d . ( 1 9 8 0 ) . Wa t e r C h e m i s t r y , J o h n W i l e y & So n s :
N e w Y o r k
1 19
S o a v e , R o s e m a r y a n d D o n a l d A r m s t r o n g . ( 1 9 8 6 ) . C r y p t o s p o r i d u m a n d C r y p t o s p o r i d i o s i s .
R e v i e w s o f I n f e c t i o u s D is e a s e s . 8 (6 ) , 10 12 - 10 2 3 .
S o b s e y , M a r k . ( 1 9 9 9 ) . L e c t u r e . E n v i r o n m e n t a l H e a l t h E f fe c t s (E N V R 19 1) . C h a p e l H i l l ,
N C .
S o b s e y , M a r k . ( 1 9 8 9 ) . I n a c t i v a t i o n o f H e a l t h - R e l a t e d M i c r o o r g a n i s m s i n W a t e r b y
D i s i n f e c t i o n P r o c e s s e s . Wa t e r S c i T e c h . 2 1 (3) , 1 7 9 - 19 5 .
S t e i n e r
,
T e d S .
,
T h i e l m a n
,
N a t h a n M .
,
a n d G u e r r a n t
,
R i c h a r d L . ( 1 9 9 7 ) . P r o t o z o a l
A g e n t s : W h a t a r e t h e D a n g e r s f o r t h e P u b l i c W a t e r S u p p l y ? A n n u a l R e v i e w M e d . 4 8 ,
3 2 9 - 3 4 0 .
St e r l i n g , C h a r l e s R . , a n d A r r o w o o d , M i c h a e l J . ( 19 9 3 ) C r y p t o s p o r i d i a , P a r a s i t i c




V o l . 6 , A c a d e m i c P r e s s : Sa n D i e g o , 15 9 - 2 2 5 .
S t e r l i n g , C . R . a n d A r r o w o o d , M J . ( 1 9 8 6 ) . D e t e c t i o n o f C r y p t o sp o r i d i u m s p . I n f e c t i o n s
U s i n g a D i r e c t Im m u n o f l u o r e s c e n t A s s a y . P e d i a t r i c I n f e c t i o u s D i s e a s e 5 , 1 3 9 - 14 2 .
S t e w a r t
,
M i c H . a n d O l s o n
,
B e t t y H . ( 1 9 9 6 ) . B a c t e r i a l R e s i s t a n c e t o P o t a b l e W a t e r
D i s i n f e c t a n t s
,
Mo d e l i n g D i s e a s e T r a n s m is s i o n a n d I ts P r e v e n t i o n by D i s i n f e c t i o n , e d .
H u r s t , C h r i s t o n J . , C a m b r i d g e U n i v e r s i t y P r e s s : C a m b r i d g e , 7 5 - 9 8 .
T z i p o r i , S a u l . ( 1 9 9 9 ) . I s o l a t i o n a n d p r o p a g a t i o n o f C r yp t o s p o r i d i u m p a r v u m . I n I s o l a t i o n ,
P r o p a g a t i o n , a n d C h a r a c t e r i z a t i o n o f C r y p t o sp o r i d i u m , e d . G a s s e r , R . B . a n d
O
'
D o n o g h u e , P . I n t e r n a t i o n a l J P a r a s i t o l o g y . 2 9 , 1 3 7 9 - 14 13 .
T z i p o r i , S . ( 1 9 8 8 ) . C r y p t o s p o r i d i o s i s i n P e r s p e c t i v e . A d v a n c e s i n P a r a s i t o l o g y . 2 7 , 6 3 -
1 2 9 .
U p t o n , S t e v e J . , T i l l e y , M i c h a e l , a n d B r i l l h a r t , D i a n n e B . ( 19 9 5 ) E f f e c t s o f Se l e c t
M e d i u m S u p p l e m e n t s o n I n V i t r o D e v e l o p m e n t o f C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m i n H C T - 8
C e l l s . J C / m M i c r o . 3 3 (2 ) , 3 7 1 - 3 7 5 .
U p t o n , S t e v e J . , T i l l e y , M i c h a e l , N e s t e r e n k o , M i c h a e l V . , a n d B r i l l h a r t , D i a n n e B
( 19 9 4 ) . A Sim p l e a n d R e l i a b l e M e t h o d o f P r o d u c i n g I n V i t r o I n fe c t i o n s o f
C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m (A p i c o m p l e x a ) . F E MS M i c r o L e t t e r s . 1 1 8 , 4 5 - 5 0 .
U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y . (2 0 0 0 ) . 2 5 Y e a r s o f t h e Sa f e D r i n k i n g Wa t e r
A c t : H i s t o r y a n d T r e n d s , h t t p : / / w w w . e p a . g o v / s a f e w a t e r / s dw a 2 5 . h t m l
U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y . ( 19 9 9 ) . E P A G u i d a n c e M a n u a l : A l t e r n a t i v e
D i s i n f e c t a n t s a n d O x i d a n t s .
12 0
U . S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y . ( 1 9 9 9 a ) N a t i o n a l P r i m a r y D r i n k i n g W a t e r
R e g u l a t i o n s : I n t e r i m E n h a n c e d S u r f a c e W a t e r T r e a t m e n t ; F i n a l R u l e . 4 0 CF R P a r t s 9 ,
1 4 1 a n d 14 2 U . S E P A , W a s h i n g t o n , D . C .
U . S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y ( 19 9 4 ) . D r a f t : D e c i s i o n D o c u m e n t T SC A
S e c t i o n 5 (H ) (4 ) E x e m p t i o n fo r B a c i l l u s s u b t i l i s .
h t t p : / / w w w . e p a . g o v / o p p t /b i o t e c h / p r o p o s e d/ s u b t i l . t x t
V e n z c e l
,
L i n d a V . ( 1 9 9 7 ) E v a l u a t i o n a n d A p p l i c a t i o n of a M i x e d O x i d a n t D i s i nf e c t i o n
Sy s t e m f o r Wa t e r b o r n e D i s e a s e P r e v e n t i o n . P h D D i s s e r t a t i o n U n i v e r s i t y o f N o r t h
C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l .
V e n z c e l
,
L i n d a V .
,
A r r o w o o d , M i c h a e l , H u r d , M a r g a r e t , a n d S o b s e y , M a r k D . ( 19 9 7 ) .
I n a c t i v a t i o n o f C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m O o c y s t s a n d C l o s t r i d i u m p e r f r i n g e n s S p o r e s b y
a M i x e d O x i d a n t D i s i n f e c t a n t a n d b y F r e e C h l o r i n e . A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l
M i c r o b i o l o g y . 6 3 (4 ) , 1 5 9 8 - 1 6 0 1 .
W a t s o n
,
H e r b e r t E dm e s t o n . ( 19 0 8 ) . A N o t e O n t h e V a r i a t i o n o f t h e R a t e o f D i s i n f e c t i o n
w i t h C h a n g e i n t h e C o n c e n t r a t i o n o f t h e D i s i n f e c t a n t . J o u r n a l of H y g i e n e . 8 , 5 3 6 - 5 4 2 .
Wh i t e
,
G e o . C l i f f o r d . ( 1 9 9 9 ) . H a n d b o o k of C h l o r i n a t i o n a n d A l t e r n a t i v e D i s i nf e c t a n ts ,
4 t h E d i t i o n , Jo h n W i l e y & S o n s : N e w Y o r k .
W h i t e
,
A . C l i n t o n
,
C h a p p e l l , C y n t h i a L . , H a y a t , C . S i k a n d e r , K i m b a l l , K a y T . , F l a n i g a n ,
T i m o t h y P . , a n d G o o d g a m e , R i c h a r d W . ( 19 9 4 ) . P a r o m o m y c i n f o r C r y p t o s p o r i d i o s i s i n
A I D S : a P r o s p e c t i v e , D o u b l e - B l i n d T r i a l . J I nf e c t D is e a s e s . 1 7 0 : 4 19 - 2 4 .
WH O ( 19 9 6) . G u i d e l i n e s f o r D r i n k i n g - Wa t e r Q u a l i ty : H e a l t h C r i t e r i a a n d O t h e r
S u p p o r t i n g I n f o r m a t i o n , 2 n d E d i t i o n , V o l u m e 2 , W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n : A u s t r i a .
W i l l i a m s
,
N i c o l a D .
,
a n d R u s s e l l
,
A . D . ( 19 9 1 ) . T h e E f f e c t s o f S o m e H a l o g e n - C o n t a i n i n g
C o m p o u n d s o n B a c i l l u s s u b t i l i s E n d o s p o r e s . J A pp l i e d B a c t e r i o l o g y . 7 0 , 4 2 7 - 4 3 6 .
W i t t e n b e r g , D . F . , M i l l e r , N . M . , a n d V a n D e n E n d e , J . ( 1 9 8 9 ) . S p i r a m y c i n i s N o t
E f f e c t i v e i n T r e a t i n g C r y p t o sp o r i d i u m D i a r r h e a i n I n f a n t s : R e s u l t s o f a D o u b l e - B l i n d
^ di n d o m x z Q d T n dX. J I n f e c t i o u s D i s e a s e s . 1 5 9 (1 ) , 1 3 1 - 1 3 2 .
W y a t t , L i n d a R . , W a i t e s , W . M . ( 19 7 5) . T h e E f fe c t o f C h l o r i n e o n Sp o r e s o i C l o s t r i d i u m
b if e r m e n t a n s , B a c i l l u s s u b t i l i s a n d B a c i l l u s c e r e u s . J G e n e r a l Mi c r o . 8 9 : 3 3 7 - 3 4 4 .
X i a o
,
L i h u a , M o r g a n , U n a M . , L im o r , J o s e f , E s c a l a n t e , A n a n i a s , A r r o w o o d , M i c h a e l ,
S h u l a w , W i l l i a m , T h o m p s o n , R C A , P a y e r , R o n a l d , a n d L a i , A l t a f A . ( 1 9 9 9 ) . G e n e t i c
D i v e r s i t y w i t h i n C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m a n d R e l a t e d C r y p t o sp o r i d i u m S p e c i e s A p p l i e d




X i a n g d o n g , A r r o w o o d , M i c h a e l J . , L e j k o w s k i , M a r i s a , X i e , L o n g t i , S c h i n a z i ,
R a y m o n d F . , a n d M e a d , J a n R . ( 19 9 6 ) . A C h e m i l u m i n e s c e n s e Im m u n o a s s a y f o r
E v a l u a t i o n o f C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m G r o w t h I n V i t r o . F E MS M i c r o L e t t e r s . 1 3 6 , 2 5 1 -
2 5 6 .
V I I . A p p e n d i c e s
A . A p p e n d i x A ( Su m m a r y T a b l e o f A l l E x p e r i m e n t s a n d E x p e r i m e n t a l D a t a )
B . A p p e n d i x B (R a w D a t a fo r E x p e r i m e n t a l S e t 1 )
C . A p p e n d i x C (R a w D a t a f o r E x p e r i m e n t a l S e t 2 )
D . A p p e n d i x D (R a w D a t a f o r E x p e r i m e n t a l S e t 3 )
E . A p p e n d i x E (R a w D a t a f o r E x p e r im e n t a l S e t 4 )
F . A p p e n d i x F (R a w D a t a f o r E x p e r im e n t a l S e t 5 )
G . A p p e n d i x G (M e t h o d M o d i f i c a t i o n s a n d S u m m a r y T a b l e s f o r P r e v i o u s P e n c e l l
E x p e r im e n t s a n d E x p e r i m e n t a l D a t a )
H . A p p e n d i x H (R a w D a t a f o r P r e v i o u s P e n c e l l E x p e r i m e n t s )
A . A p p e n d i x A (Su m m a r y T a b l e o f A l l E x p e ri m e n t s a n d D a t a )
T a b l e l a : Su m m a r y T a b l e o f A l l






D a t e
3 / 5 / 0 1
3/ 12 / 0 1
3/ 2 6 / 0 1
4 / 2/ 0 1
4 / 9 / 0 1
4/ 2 3/ 0 1
4 / 30 / 0 1
5/ 14 / 0 1
5/ 17 / 0 1
5/ 2 1/ 0 1
5/ 2 8/ 0 1
5/ 3 1/ 0 1
6/ 4 / 0 1
6 /6 / 0 1
P e n s
B o t h *
B o th
N C # 1 * *
N C # 1
N C # 1
N C # 1
N C # 1
N C # 1
N C # 1
N C # 1
N C # 1
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D i rt y
"
M i c r o b e s
C p a r v u m
B s u b t i l i s
C p a r v u m
B s u b t i l i s
C p a r v u m
(2 s o u r c e s )
*^
C p a r v u m
( 2 s o u r c e s )
B s u b t i l i s
C
. p a r v u m
C p a r v u m
B s u b t i l i s
B s u b t i l i s
C p a r v u m B
s u b t i l i s
C p a r v u m B
s u b t i l i s
B s u b t i l i s
B s u b t i l i s
B s u b t i l i s
1 2 3
* B o t h = N e w C e l l # 1 a n d F u l l P e n ( 1 1)
* * N C # 1 = N e w C e l l # 1
*
M a s o n a n d S te r l i n g C p a r v u m
*
5 N T U a n d 5 m g / L o f b o t h f u l v i c a n d hu m i c a c id s
T h e d a t a i s g r o u p e d i n A p p e n d i c e s B - F b y e x p e ri m e n t a l c o n d i t i o n s , n o t a c c o r d i n g t o t h e
d a t e c o n d u c t e d .
T a b l e l b : O r g a n i z a t i o n o f E x p e ri m e n t a
E x p e r im e n t a l
S e t
1
E x p e r i m e n t
N u m b e r s
i n c l u d e d i n S e t
1 , 2 , 5 , 8
3 , 4
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12 5
B . A p p e n d i x B (R a w D a t a f o r E x p e r im e n t a l S e t 1 )
D a t a T a b l e s f o r E x p e r im e n t 1 : N e w C e l l # 1 v s . F u l l P e n ( 1 1 ) v s . F r e e C h l o r i n e , 5 m g / L ,
O D F B u f f e r , p H 7 , 2 5
°
C , C p a r v u m a n d B . s u b t i l is (4 r u n s : 3/ 5 /0 1 , 3 / 12 /0 1 , 4 / 9 / 0 1 a n d
5 / 1 4 /0 1 )
3 / 5 /0 1 R u n :
T a b l e l A : R e s i d u a l a n d p H V a l u e s (E x p t . 1 )
R e s i d u a l s O x i d a n t R e s i d u a l (m g / L )
T i m e ( m i n ) F u l l P e n ( 1 1) N e w C e l l # 1 _ £ H _ m i c r o b e s
1 4 8 5 0 F u l l P e n ( 1 1) E x p t S t o c k 6 9 3 N
10 4 . 4 4 8 N e w C e l l # 1 E x p t . S to c k 6 9 6 N
30 4 9 4 4 F u l l P e n ( 1 1 ) E x p t 6 9 8
C h e m i c a l c o n t r o l 0 5 3 4 8 N e w C e l l # 1 E x p t 7 0 0
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0 5 2 5 1 B C 6 9 5
E n d E x p t S t o c k 5 2 5 1
T a b l e I B : R a w D a t a f o r 6 s u b t i l i s (E x p t . 1)
D e s c r i p t i o n U n d i l . l O
' ^
- l l O
'^
- l 10 ^ - 3 1 0
^ ^ - 4 1 0
^
- 5
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 10 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
B i o l C o n t r o l 0 T N T C T N T C T N T C 2 7 0
T N T C T N T C T N T C 2 4
B i o l C o n t r o l 3 0 T N T C T N T C T N T C 3 7
T N T C T N T C T N T C 2 7
N e w C e l l # 1
V o l u m e
E C G O l
E C G O 1 0
E C G O 30
F u l l P e n ( 1 1)
V o l u m e
E C G O 1
E C G O 10
E C G O 3 0
0 1 0 0 1 0 0 0 10 0 0 0 0 1
T N T C T N T C T N T C 2 1
T N T C T N T C T N T C 2 1
T N T C T N T C 57
T N T C T N T C 5 7
0 0
0 1
T N T C
T N T C
T N T C
T N T C
0
0 0 1
T N T C
T N T C
T N T C
T N T C
0
0 0 0 10
T N T C
T N T C
4 0
4 1
0 0 0 0 1
17
17
0 0 0 0 0 1
1
0 0 0 0 0 1
1 2 6
T a b l e I C : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r B . s u b t i l i s (E x p t . 1 )
T im e (m i n ) C o n c e n t r a t i o n (N t ) L o g l O(N t ) N t / N o L o g (N t / N o )
N e w C e l l # 1
0 2 9 6 E + 0 5 5 4 7 E + 0 0
2 14 E + 0 5 5 3 3 E + 0 0 7 2 1E - 0 1 - 0 1
1 0 5 5 9 E + 0 4 4 7 5 E + 0 0 1 8 9 E - 0 1 - 0 7
3 0 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 1 6 9 E - 0 5 - 4 8
F u l l P e n ( 1 1 )
2 9 6 E + 0 5 5 4 7 E + 0 0
1 7 3 E + 0 5 5 2 4 E + 0 0 5 8 3 E - 0 1 - 0 2
1 0 4 2 1E + 0 4 4 6 2 E + 0 0 1 4 2 E - 0 1 - 0 8
3 0 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 1 6 9 E - 0 5 - 4 8
B i o l o g i c a l C o n t r o l
0 2 6 2 E + 0 5 5 4 2 E + 0 0
3 0 3 3 0 E + 0 5 5 5 2 E + 0 0
12 7
T a b l e I D : H e m a c y t o m e t e r C o u n t s f o r C . p a r v u m (E x p t . 1 )
C o u n t 1 C o u n t 2 C o u n t 3 C o u n t 4 A v e r a g e C o n c e n t r a t i o n
B C Ou n d 3 9 5 6 4 9 4 6 4 7 5 4 8E + 0 5
B C Od i l 7 5 7 5 E + 0 5
B C Od i l 5 3 5 3E + 0 5
B C 3 0 u n d 5 4 5 0 4 3 4 5 4 8 0 4 8 E + 0 5
B C 3 0 d i l 5 0 5 0 E + 0 5
B C 30 d i l 6 0 6 0 E + 0 5
N e w C e l l # 1
E C G O - l u n d 4 6 4 4 5 3 5 2 4 8 8 4 9 E + 0 5
E C G O - - l d i l 5 0 5 0 E + 0 5
E C G O - l d i l 4 5 4 5 E + 0 5
E C G O - l Ou n d 4 4 3 1 4 2 4 6 4 0 8 4 1E + 0 5
E C G O - - 10 d i l 4 8 4 8 E + 0 5
E C G O - - 10 d i l 3 3 3 3 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 4 4 5 0 3 9 5 6 4 7 3 4 7 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 10 6 8 6 8 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 5 3 5 3 E + 0 5
F u l l P e n (1 1 )
E C G O - l u n d 4 4 4 8 5 0 5 2 4 8 5 4 9 E + 0 5
E C G O - - l d i l 5 8 E + 0 5
E C G O - l d i l 4 8 4 8 E + 0 5
E C G O - l Ou n d 6 1 5 2 4 4 3 8 4 8 8 4 9 E + 0 5
E C G O - - 1 0 d i l 6 5 6 5 E + 0 5
E C G O - l Od i l 5 0 5 0 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 4 0 3 7 5 0 4 1 4 2 0 4 2 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 4 3 4 3 E + 0 5
E C G O - - 3 0 d i l 5 3 5 3 E + 0 5
12 8
T a b l e I E : R a w D a t a f o r C p a r v u m (E x p t . 1 )
U N D U N D 10
^
- 1 l O ' ^ - l
S l i d e W e l l # 1 W e l l # 2 W e l l # 3 W e l l # 4
B C O 4 2/ 4 8 4 2 /4 8 2 3 /4 8 19 /4 8
B C 3 0 4 6 / 4 8 4 4 /4 8 2 1/4 8 2 2 /4 8
N e w C e l l # 1
E C G O 1 4 8/ 4 8 4 8 /4 8 3 1/ 4 8 32 / 4 8
EC G O 10 4 8/ 4 8 4 8/ 4 8 4 1/ 4 8 3 9/ 4 8
EC G O 3 0 4 8/ 4 8 4 8 /4 8 4 3/ 4 8 3 5/ 4 8
F u l l P e n ( 1 1 )
EC G O l 4 8/ 4 8 4 8 /4 8 4 0 / 4 8 3 3/ 4 8
EC G O 10 4 8/ 4 8 4 8/ 4 8 4 4 / 4 8 3 9 / 4 8
E C G O 3 0 4 8/ 4 8 4 8/ 4 8 4 6 / 4 8 4 1/ 4 8
T a b l e I F : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r C p a r v u m (E x p t . 1)
T im e (m in ) N t N t / N o L o g (N t / N o )
N e w C e l l # 1
1 1 19 3 3 0 0 5 2
10 2 0 4 1 6 0 1 0 7 8
3 0 1 8 7 6 5 5 3 0 7 4
F u l l P e n ( 11 )
1 1 5 5 4 4 5 8 0 6 6
10 2 3 4 9 6 92 0 8 4
3 0 2 9 6 0 8 7 2 0 9 4
B i o l o g i c a l C o n t r o l
0 2 9 4
3 0 3 8 5
N o = 3 4 0
3 / 12 / 0 1 Ru n :
T a b l e I G : R e s i du a
R e s i d u a l s
a n d p H V a l u e s (E x p t . 2 )
O x id a n t R e s i d u a l ( m g / L )
T i m e ( m i n ) F u l l P e n ( 1 1) N e w C e l l # 1
. ^ H _ m i c r o b e s
5 3 4 0 F u l l P e n ( 1 1 ) E x p t S t o c k 6 9 8 N
10 5 0 4 0 N e w C e l l # 1 E x p t S t o c k 6 9 8 N
3 0 5 . 1 4 5 " F u l l P e n ( 1 1) E x p t 6 9 9
C h e m i c a l c o n t r o l 0 4 8 5 1 N e w C e l l # 1 E x p t 7 0 2 Y
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0 5 2 5 0 B C 7 0 2 Y
E n d E x p t St o c k 5 0 5 0
♦
o v e r s h o t
12 9
T a b l e I H : R a w D a t a f o r ^ . s u b t i l i s (E x p t 2 )
D e s c r i p t i o n U n d i l . l O
'^ - l 1 0
^
- 2 1 0
' ^
- 3 10 ^ ^ - 4 l O ' ^ - S
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 10 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
B i o l C o n t r o l 0 T N T C T N T C T N T C 2 2 1 0
T N T C T N T C T N T C 3 8
B i o l C o n t r o l 3 0 T N T C T N T C T N T C 3 3
T N T C T N T C T N T C 2 7
N e w C e l l # 1
V o l u m e
EC G O 1
E C G O 10
EC G O 3 0
F u l l P e n ( 1 1)
V o l u m e
EC G O 1
EC G O 10
E C G O 3 0
0 1 0 0 1 0 0 0 10 0 0 0 0 1
T N T C T N T C T N T C 2 1
T N T C T N T C T N T C 2 8
T N T C T N T C 4 5
T N T C T N T C 3 9
0 0
0 1 0 0 1 0 0 0 10 0 0 0 0 1
T N T C T N T C T N T C 2 8
T N T C T N T C T N T C 2 3
T N T C T N T C 4 7
T N T C T N T C 3 7
0 0
0 0 0 0 0 1
0 0 0 0 0 1
T a b l e 1 1: I n a c t i v a t i o n D a t a f o r ^ s u b t i l i s (E x p t 2 )
T i m e (m in ) C o n c e n t r a t i o n (N t ) L o g l O(N t ) N t / N o L o g (N t/ N o )
N e w C e l l # 1
0 2 9 5 E + 0 5 5 4 7 E + 0 0
2 5 5 E + 0 5 5 4 1E + 0 0 8 6 3 E - 0 1 - 0 . 1
10 4 5 9 E + 0 4 4 6 6 E + 0 0 1 5 6 E - 0 1 - 0 . 8
3 0 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 1 7 0 E - 0 5 - 4 , 8
F u l l P e n (1 1 )
0 2 9 5 E + 0 5 5 4 7 E + 0 0
2 7 7 E + 0 5 5 4 4 E + 0 0 9 4 1E - 0 1 0 0
10 4 0 9 E + 0 4 4 6 1E + 0 0 1 3 9 E - 0 1 - 0 9
3 0 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 1 7 0 E - 0 5 - 4 8
B i o l o g i c a l C o n t r o l
0 2 9 5 E + 0 5 5 4 7 E + 0 0
3 0 2 9 4 E + 0 5 5 4 7 E + 0 0
13 0
T a b l e 1 J : H e m a c y t o m e t e r C o u n t s f o r C p a r v u m (E x p t 2 )
C o u n t 1 C o u n t 2 C o u n t 3 C o u n t 4 A v e r a g e C o n c e n t r a t i o n
B C Ou n d 4 3 3 8 3 7 4 1 3 9 8 4 0 E + 0 5
B C Od i l 1 0 6 5 6 5 E + 0 5
B C Od i l 5 3 5 3 E + 0 5
B C 3 0 u n d 4 2 4 9 4 8 4 7 4 6 5 4 7 E + 0 5
B C 3 0 d i l 1 0 6 5 6 5E + 0 5
B C 3 0 d i l 6 3 6 3 E + 0 5
N e w C e l l # 1
E C G O - l u n d 6 0 4 7 3 7 4 2 4 6 5 4 7 E + 0 5
E C G O - I d i l 4 8 4 8E + 0 5
E C G O - I d i l 1 3 9 3 9 3E + 0 5
E C G O - l Ou n d 4 8 54 3 6 4 7 4 6 3 4 6 E + 0 5
E C G O - - 10 di l 6 5 6 5E + 0 5
E C G O - - 10 d i l 6 0 6 0E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 4 5 4 5 5 0 4 7 4 6 8 4 7 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 6 3 6 3E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 1 0 4 8 4 8E + 0 5
F u l l P e n ( 1 1 )
E C G O - l u n d 4 5 3 7 3 8 4 2 4 0 5 4 1E + 0 5
E C G O - I d i l 7 5 7 5 E + 0 5
E C G O - I d i l 5 5 5 5 E + 0 5
E C G O - l Ou n d 1 7 2 5 2 1 2 7 2 2 5 2 3 E + 0 5
E C G O - l O d i l 2 3 2 3E + 0 5
E C G O - l Od i l 1 1 7 3 7 . 3 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 50 5 9 5 4 5 7 5 5 0 5 5 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 5 0 5 0 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 7 0 7 0 E + 0 5
T a b l e 1K : R a w D a t a f o r C . p a r v u m (E x p t 2 )
U N D U N D l O ' ^ - l l O ' ^ - l
S l i d e W e l l # 1 W e l l # 2 W e l l # 3 W e l l # 4
B C O 4 8 /4 8 4 8 / 4 8 2 9 / 4 8 3 5 / 4 8
B C 3 0 4 7 /4 8 4 7 /4 8 34 / 4 8 3 0 /4 8
N e w C e l l # 1
E C G O 1 4 8 /4 8 4 8 / 4 8 4 1/ 4 8 4 6 /4 8
E C G O 10 4 8 / 4 8 4 8 / 4 8 4 6 / 4 8 4 2 / 4 8
E C G O 3 0 4 8 /4 8 4 8 / 4 8 4 6 /4 8 4 4 /4 8
F u l l P e n ( 1 1)
E C G O l
E C G O 10
E C G O 3 0
4 8 / 4 8
4 7 / 4 8
4 8 /4 8
4 8 / 4 8
4 8 / 4 8
4 8 / 4 8
3 9 / 4 8
4 6 / 4 8
4 7 / 4 8
4 1/ 4 8
4 7 / 4 8
4 5 / 4 8
13 1
T a b l e I L : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r C . p a r v u m (E x p t 2 )
T i m e (m i n ) N t N t / N o L o g (N t / N o )
N e w C e l l # 1
1 2 9 6 0 3 2 4 0 5 1
10 3 1 7 5 3 4 7 0 5 4
30 3 7 5 0 4 10 0 6 1
F u l l (1 1 ) P e n
1 2 0 4 1 2 2 3 0 3 5
10 16 18 1 7 7 0 2 5
30 15 17 1 6 6 0 2 2
B io l o g i c a l C o n t r o l
1 1 5 5
30 6 7 4
N o = 9 15
4 / 9 /0 1 R u n :
T a b l e I M : R e s i d u a l a n d p H V a l u e s (E x p t . 5 )
R e s i du a l s O x i d a n t R e s i d u a l ( m g / L )
T i m e (m i n ) F C p H m ic r o b e s
1 5 5 F C E x pt S t o c k 7 0 1 N
10 5 8 F C E x p t 6 9 9
3 0 5 1 B C 6 9 7
C h e m i c a l c o n t r o l 0 5 1
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0 5 3
E n d E x p t S t o c k 5 0
T a b l e I N : R a w D a t a f o r 8 s u b t i l i s (E x p t . 5 )
D e s c r i p t i o n U n d i l . l O
'^ - l 10 ^ - 2 1 0 ' ^ - 3 10 ^ - 4 l O' ^ - S
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 10 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
B i o l C o n t r o l 0 T N T C T N T C T N T C 3 0 0
T N T C T N T C T N T C 2 5
B io l C o n t r o l 3 0 T N T C T N T C T N T C 3 3
T N T C T N T C T N T C 2 2
V o l u m e
F r e e C h l o r i n e 1
F r e e C h l o r i n e 10
F r e e C h l o r i n e 3 0
0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
T N T C T N T C T N T C 2 9
T N T C T N T C T N T C 3 0
T N T C T N T C 2 1
T N T C T N T C 2 3
0 0
1 3 2
T a b l e l O : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r 5 s u b t i l i s (E x p t 5 )
T i m e (m i n ) C o n c e n t r a t i o n (N t ) L o g l O (N t) N t / N o L o g (N t / N o )
F C
2 7 9 E + 0 5 5 4 5 E + 0 0
2 9 1E + 0 5 5 4 6E + 0 0 1 0 4 E + 0 0 0 0
10 2 0 9 E + 0 4 4 3 2 E + 0 0 7 50 E - 0 2 - 1 1
3 0 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 1 79 E - 0 5 - 4 7
B i o l o g i c a l C o n t r o l
0 2 8 5 E + 0 5 5 4 5 E + 0 0
9 0 2 7 3 E + 0 5 5 4 4 E + 0 0
5 / 1 4 / 0 1 R u n :
T a b l e I P : R e s i d u a l a n d p H V a l u e s (E x p t . 8 )
R e s i d u a l s
O x i d a n t R e s i d u a l
( m g / L )
T i m e ( m i n ) F C p H m i c r o b e s
1 5 0 F C E x p t S t o c k 6 9 8 N
10 4 9 F C E x p t 6 9 9 Y
3 0 4 8 B C 6 9 8
C h e m i c a l c o n t r o l 0
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0




T a b l e I Q : R a w D a t a f o r B s u b t i l i s (E x p t . 8 )
D e s c r i p t i o n U n d i l . 1 0
^ - 1 10 ^ - 2 1 0
^ ^
- 3 1 0
^ ^
- 4 l O
'^
- S
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 10 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 . 0 0 0 0 0 1
B i o l C o n t r o l 0 T N T C T N T C T N T C 4 4 1 0
T N T C T N T C T N T C 4 2
B i o l C o n t r o l 3 0 T N T C T N T C T N T C 3 9
T N T C T N T C T N T C 3 3
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 10 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
F r e e C hl o r i n e 1 T N T C T N T C T N T C 3 2
T N T C T N T C T N T C 3 3
F r e e C hl o r i n e 10 T N T C T N T C 1 7
T N T C T N T C 14
F r e e C h l o r i n e 3 0 0 0
13 3
T a b l e I R : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r g s u b t i l i s (E x p t . 8 )
T i m e (m in ) C o n c e n t r a t i o n (N t ) L o g l O(N t) N t/ N o L o g (N t / N o )
F C
3 8 1 E + 0 5 5 5 8E + 0 0
3 14 E + 0 5 5 50 E + 0 0 8 2 3 E - 0 1 - 0 1
10 1 5 5E + 0 4 4 19 E + 0 0 4 0 6 E - 0 2 - 1 4
3 0 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 1 3 1E - 0 5 - 4 9
B i o l o g i c a l C o n t r o l
0 4 0 5E + 0 5 5 6 1E + 0 0
9 0 3 5 7 E + 0 5 5 5 5E + 0 0
13 4
C . A p p e n d i x C (R a w D a t a f o r E x p e ri m e n t a l S e t 2 )




2 s o u r c e s
o f C p a r v u m (2 r u n s : 3 /2 6 / 0 1 a n d 4 / 2 / 0 1 )
3/ 2 6/ 0 1 R u n (2 s o u r c e s o f C p a r v u m ):
T a b l e 2 A : R e s i d u a l a n d p H V a l u e s (E x p t . 3 )
R e s i d u a l s O x i d a n t R e s i d u a l (m g /L )
T im e (m in ) M a s o n S t e r l i n g p H m i c r o b e s
1 5 2 4 8 M a s o n E x p t S t o c k 6 9 8 N
10 4 9 4 6 S t e r l i n g E x p t S t o c k 6 9 8 N
3 0 5 0 4 7 M a s o n E x p t 7 0 1
C h e m i c a l c o n t r o l 0 5 5 5 4 S t e r l i n g E x p t 7 0 2
C h e m i c a l c o n t r o l 30 5 5 5 3 M a s o n B C 6 9 9
E n d E x p t S t o c k 5 4 5 1 S t e r l i n g B C 7 0 2
1 3 5
T a b l e 2 B : H e m a c y t o m e t e r C o u n t s f o r C . p a r v u m (E x p t . 3 )
M a s o n C o u n t 1 C o u n t 2 C o u n t 3 C o u n t 4 A v e r a g e C o n c e n t r a t i o n
B C Ou n d 4 3 3 8 3 3 3 3 3 6 8 3 7E + 0 5
B C Od i l 5 3 5 3 E + 0 5
B C Od i l 4 5 4 5E + 0 5
B C 3 0 u n d 3 9 4 0 4 7 4 6 4 3 0 4 3E + 0 5
B C 3 0 d i l 5 3 5 3E + 0 5
B C 3 0 d i l 4 5 4 5E + 0 5
M a s o n
E C G O - l u n d 24 3 1 3 3 3 2 3 0 0 3 0 E + 0 5
E C G O - - l d i l 2 8 2 8E + 0 5
E C G O - l d i l 3 5 3 5 E + 0 5
E C G O - l Ou n d 3 5 3 6 3 4 2 7 3 3 0 3 3E + 0 5
E C G O - - 10 d i l 3 0 3 0 E + 0 5
E C G O - l O d i l 4 7 4 7 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 3 3 4 6 5 1 34 4 1 0 4 1E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 4 5 4 5E + 0 5
E C G O - - 3 0 d i l 3 3 3 3 E + 0 5
S t e r l i n g
B C Ou n d 5 3 4 4 5 6 6 6 54 8 5 5E + 0 5
B C Od i l 12 7 8 7 8E + 0 5
B C Od i l 1 0 5 5 5 5 E + 0 5
B C 3 0 u n d 6 6 7 1 5 4 54 6 1 3 6 1E + 0 5
B C 3 0 d i l 7 0 7 0 E + 0 5
B C 3 0 d i l 4 3 4 3E + 0 5
S t e r l i n g
E C G O - l u n d 4 9 4 5 5 0 6 4 52 0 5 2 E + 0 5
E C G O - I d i l 4 3 4 3 E + 0 5
E C G O - - I d i l 7 0 7 0 E + 0 5
E C G O - l Ou n d 5 3 3 6 5 1 5 4 4 8 5 4 9 E + 0 5
E C G O - l O di l 4 8 4 8 E + 0 5
E C G O - l O di l 10 7 8 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 3 9 4 8 5 8 4 2 4 6 8 4 7 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 5 0 5 0 E + 0 5
E C G O ~ 3 0 d i l 5 8 5 8 E + 0 5
13 6
T a b l e 2 C : R a w D a t a f o r C p a r v u m (E x p t . 3 )
U N D U N D 1 0 ' ' - 1 1 0 ^ - 1
S l i d e W e l l # 1 W e l l # 2 W e l l # 3 W e l l # 4
M a s o n
B C O 36 / 4 8 4 2 / 4 8 1 8/ 4 8 2 2 / 4 8
B C 30 2 9/ 4 8 2 6 / 4 8 1 7/ 4 8 1 5/ 4 8
E C G O l 4 3/ 4 8 3 9 / 4 8 2 3 / 4 8 2 6 / 4 8
E C G O 10 4 7/ 4 8 4 3/ 4 8 n o d a t a 3 3/ 4 8
E C G O 3 0 4 8/ 4 8 4 8/ 4 8 3 5 / 4 8 3 6 / 4 8
S t e r l i n g
B C O 4 0 / 4 8 3 2 / 4 8 2 3 / 4 8 2 2 / 4 8
B C 30 n o d a t a 3 7 / 4 8 16 / 4 8 17 / 4 8
E C G O 1 4 4 / 4 8 4 6 / 4 8 3 4 / 4 8 2 9 / 4 8
E C G O 10 4 7 / 4 8 4 6 / 4 8 3 8 / 4 8 3 6 / 4 8
E C G O 3 0 4 4 / 4 8 4 6 / 4 8 3 0 / 4 8 3 0 / 4 8
T a b l e 2 D : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r C . p a r v u m (E x p t . 3 )
T im e (m in ) N t N t / N o L o g (N t / N o )
M a s o n
1 2 9 5 1 6 4 0 2 2
10 4 4 7 2 4 9 0 4 0
3 0 14 3 4 7 9 9 0 9 0
S t e r l i n g
1 4 ^ 2 2 5 0 3 5
10 7 13 3 2 9 0 5 2
3 0 4 7 1 2 18 0 34
B i o l o g i c a l C o n t r o l ( M )
0 2 3 6
3 0 1 2 3
N o = 1 8 0





N o = 2 17
4 /2 / 0 1 R u n (2 s o u r c e s o f C p a r v u m ) :
13 7
T a b l e 2 E : R e s i d u a l a n d p H V a l u e s (E x p t . 4 )
R e s i du a l s O x i d a n t R e s i d u a l (m g/ L )
T im e (m i n ) M a s o n S t e r l i n g p H m ic r o b e s
1 6 0 5 . 6 M a s o n E x p t S t o c k 7 0 0 N
6 2 5 4 S t e r l i n g E x p t S t o c k 6 9 9 N
3 0 5 8 5 4 M a s o n E x p t 7 0 0
C h e m i c a l c o n t r o l 0 5 3 5 7 S t e r l i n g E x p t 7 0 2 Y
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0 4 9 5 3 M a s o n B C 7 0 0
E n d E x p t . S t o c k 4 9 4 8 S t e r l i n g B C 7 0 0 Y
T a b l e 2 F : H e m a c y t o m e t e r C o u n t s f o r C . p a r v u m (E x p t . 4 )
M a s o n C o u n t 1 C o u n t 2 C o u n t 3 C o u n t 4 A v e r a g e C o n c e n t r a t i o n
B C Ou n d 4 7 5 8 3 8 4 5 4 7 0 4 7 E + 0 5
B C Od i l 12 1 1 16 10 8 l l E + 0 6
B C Od i l 7 5 7 5 E + 0 5
B C 3 0 u n d 4 3 4 4 4 9 4 7 4 5 8 4 6 E + 0 5
B C 3 0 d i l 10 6 5 6 5 E + 0 5
B C 3 0 d i l 6 0 6 0 E + 0 5
M a s o n
E C G O - l u n d 54 4 6 7 8 4 0 5 4 5 5 5 E + 0 5
E C G O - - l d i l 3 0 3 0 E + 0 5
E C G O - l d i l 1 0 7 5 7 5 E + 0 5
E C G O - l Ou n d 4 9 3 7 4 4 3 8 4 2 0 4 2 E + 0 5
E C G O - l Od i l 4 5 4 5 E + 0 5
E C G O - - 10 d i l 4 . 3 4 3 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 5 9 5 5 54 4 3 5 2 8 5 3 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 6 3 6 3 E + 0 5
E C G O - - 3 0 d i l 4 3 4 3 E + 0 5
S t e r l i n g
B C Ou n d 6 8 6 2 6 7 5 6 6 3 3 6 3E + 0 5
B C Od i l 7 5 7 5 E + 0 5
B C Od i l 6 0 6 0 E + 0 5
B C 3 0 u n d 5 8 4 0 6 3 5 1 5 3 0 5 3E + 0 5
B C 3 0 d i l 6 5 6 5 E + 0 5
B C 3 0 d i l 10 7 8 7 8 E + 0 5
S t e r l i n g
E C G O - l u n d 5 3 4 6 3 8 4 7 4 6 0 4 6 E + 0 5
E C G O - l d i l 5 . 3 5 . 3 E + 0 5
E CG O - l d i l 6 3 6 3 E + 0 5
E C G O - l Ou n d 4 0 6 5 4 1 4 8 4 8 5 4 9 E + 0 5
E C G O - l Od i l 3 8 E + 0 5
E C G O - l Od i l 12 5 5 5 5 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 4 1 4 0 3 3 4 6 4 0 0 4 0 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 4 0 4 0 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 5 3 5 3 E + 0 5
13 8
T a b l e 2 G : R a w D a t a f o r C p a r v u m (E x p t . 4 )
U N D U N D l O
' ^
- l l O' ^ - l
S l i d e W e l l # 1 W e l l # 2 W e l l # 3 W e l l # 4
M a s o n
B C O 16 /4 8 2 0 / 4 8 2 0 / 4 8 1 8/ 4 8
B C 3 0 3 1/4 8 3 6 / 4 8 2 1/ 4 8 2 0 / 4 8
EC G O l 3 4 /4 8 3 4 / 4 8 3 6 / 4 8 2 8 / 4 8
E C G O 10 4 8 /4 8 4 8 / 4 8 2 8 / 4 8 3 0 / 4 8
EC G O 3 0 4 8 /4 8 4 7 / 4 8 3 2 / 4 8 2 4 / 4 8
S t e r l i n g
B C O n o d a t a 3 4 / 4 8 13 / 4 8 n o d a t a
B C 3 0 n o d a t a 3 0 / 4 8 2 6 /4 8 n o d a t a
E C G O l 4 2 /4 8 3 5 / 4 8 3 2 / 4 8 3 5 /4 8
E C G O 10 4 2 /4 8 4 3 / 4 8 3 1/ 4 8 3 1/ 4 8
EC G O 3 0 4 0 /4 8 3 5 /4 8 2 6 /4 8 2 3 /4 8
T a b l e 2 H : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r C . p a r v u m (E x p t . 4 )
T i m e (m i n ) N t N t / N o L o g (N t / N o )
M a s o n
1 2 3 0 1 7 2 0 2 3
10 9 6 0 7 16 0 8 6
3 0 6 0 7 4 5 3 0 6 6
S t e r l i n g
1 2 9 9 1 8 3 0 2 6
1 0 3 7 7 2 3 1 0 3 6
3 0 2 3 8 1 4 6 0 16
B i o l o g i c a l C o n t r o l (M )
0 8 9
30 1 7 9
N o = 1 3 4





N o = 1 6 3
13 9
D . A p p e n d i x D (R a w D a t a f o r E x p e ri m e n t a l S e t 3 )





C , C p a r v u m a n d B . s u b t i l i s (4 r u n s : 4 / 2 3 / 0 1 , 4 / 3 0 / 0 1 , 5 / 1 7 / 0 1 a n d 5 /3 1 / 0 1 )
4 / 2 3 /0 1 R u n (5
°
C ):
T a b l e 3 A : R e s i du a l a n d p H V a l u e s (E x p t . 6 ]
R e s i d u a l s O x i d a n t R e s id u a l ( m g / L )
T i m e ( m in ) N e w C e l l # 1 p H m i c r o b e s
1 5 2 N e w C e l l # 1 E x p t S t o c k 7 0 8 N
1 0 4 8 N e w C e l l # 1 E x p t 7 0 7 Y
3 0 5 3
*
B C 7 0 2 Y
C h e m i c a l c o n t r o l 0 5 4
C h e m ic a l c o n t r o l 3 0 5 0
E n d E x p t S t o c k 5 0
*
o v e r s h o t (D e m a n d s t o c k w a s 4 9 m g / L )
T a b l e 3 B : H e m a c y t o m e t e r C o u n t s f o r C p a r v u m E x p t . 6 )
C o u n t 1 C o u n t 2 C o u n t 3 C o u n t 4 A v e r a g e C o n c e n t r a t i o n
B C Ou n d 6 3 6 4 4 1 5 8 5 6 5 5 7 E + 0 5
B C Od i l 5 0 5 0E + 0 5
B C Od i l 5 3 5 3E + 0 5
B C 3 0 u n d 4 7 3 9 4 3 5 8 4 6 8 4 7 E + 0 5
B C 3 0 d i l 1 1 6 8 6 8 E + 0 5
B C 3 0 d i l 5 3 5 3 E + 0 5
N e w C e l l # 1
E C G O - l u n d 6 0 6 7 7 3 6 8 6 7 0 6 7 E + 0 5
E C G O - l d i l 3 8 3 8 E + 0 5
E C G O - l d i l 6 3 6 3 E + 0 5
E C G O - l O u n d 5 7 5 5 54 52 54 5 5 5E + 0 5
E C G O - l Od i l 5 3 5 3E + 0 5
E C G O - l Od i l 4 7 4 7 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 5 3 3 7 5 1 4 7 4 7 0 4 7 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 5 3 5 3 E + 0 5
E C G O - - 3 0 d i l 5 0 5 0 E + 0 5
14 0
T a b l e 3 C : R a w D a t a f o r C p a r v u m (E x p t . 6 )
U N D U N D 1 0 ^ - 1 l O' ^ - l
S l i d e W e l l # 1 W e l l # 2 W e l l # 3 W e l l # 4
B C O 4 8 /4 8 4 7 /4 8 3 3 / 4 8 2 8 / 4 8
B C 3 0 4 4 /4 8 4 5 /4 8 2 4 / 4 8 2 7 / 4 8
N e w C e l l # 1
E C G O l 4 7 /4 8 4 7 / 4 8 34 / 4 8 3 8/ 4 8
E C G O 10 4 8 /4 8 4 8 /4 8 4 1/ 4 8 4 0 / 4 8
E C G O 3 0 4 8 /4 8 4 8 /4 8 3 5 / 4 8 3 5 / 4 8
T a b l e 3 D : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r C p a r v u m (E x p t . 6 )
T i m e ( m i n ) N t N t / N o L o g (N t / N o )
N e w C e l l # 1
1 7 7 0 1 4 4 0 16
10 2 1 3 5 3 S 0 6 0
3 0 14 0 1 2 6 1 0 4 2
B i o l o g i c a l C o n t r o l
0 6 7 1
30 4 0 2
N o = 5 3 7
4 / 3 0 / 0 1 R u n (5
° C ) :
T a b l e 3 E : R e s i d u a l a n d p H V a l u e s (E x p t . 7 )
R e s i d u a l s O x i d a n t R e s i d u a l (m g/ L )
T i m e (m in ) N e w C e l l # 1 ^ H _ m i c r o b e s
1 4 7 N e w C e l l # 1 E x p t S t o c k 7 0 8 N
10 4 8 N e w C e l l # 1 E x p t 7 . 0 5
3 0 4 2 ^ B C 7 . 0 7
C h e m ic a l c o n t r o l 0
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0
E n d E x p t S t o c k





T a b l e 3 F : H e m a c y t o m e t e r C o u n t s f o r C . p a r v u m (E x p t . 7 )
C o u n t 1 C o u n t 2 C o u n t 3 C o u n t 4 A v e r a g e C o n c e n t r a t i o n
B C Ou n d 4 1 3 9 3 4 2 7 3 5 3 3 5 E + 0 5
B C Od i l 1 1 6 3 6 3 E + 0 5
B C Od i l 4 3 4 3 E + 0 5
B C 3 0 u n d 3 1 2 3 3 2 2 5 2 7 8 2 8 E + 0 5
B C 3 0 d i l 6 8 6 8 E + 0 5
B C 3 0 d i l 5 0 5 0 E + 0 5
N e w C e l l # 1
E C G O - l u n d 3 5 3 5 E + 0 4
E C G O - l d i l 1 5 1 5 E + 0 5
E C G O - - l d i l 4 8 4 8 E + 0 5
E C G O - l Ou n d 3 3 2 9 3 9 2 3 3 1 0 3 1E + 0 5
E C G O - - 10 d i l 4 0 4 0 E + 0 5
E C G O - - 10 d i l 4 3 4 3 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 3 5 3 0 2 8 3 3 3 1 5 3 2 E + 0 5
E C G O - - 3 0 di l 4 0 4 0 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 1 0 1 0 E + 05
T a b l e 3G : R a w D a t a f o r C . p a r v u m (E x p t 7 )
S l i d e
B C O
B C 30
N e w C e l l # 1
E C G O
E C G O 10
E C G O 3 0
U N D
W e l l # 1
4 4 / 4 8
4 2 / 4 8
14 / 4 8
4 8/ 4 8
4 8/ 4 8
U N D
W e l l # 2
3 8/ 4 8
3 7 / 4 8
14 / 4 8
4 7 / 4 8
4 8/ 4 8
1 0 ^ - 1
W e l l # 3
2 6 /4 8
*
2 6 /4 8 *
3 2 / 4 8
3 1/ 4 8
12 / 4 8
1 0 ^ - 1
W e l l # 4
2 5 / 4 8
2 4 / 4 8
2 9 / 4 8
3 7 / 4 8
8 /4 8
' d a m a g e
T a b l e 3 H : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r C p a r v u m (E x p t . 7 )
T i m e (m i n ) N t N t /N o L o g ( N t / N o )
N e w C e l l # 1
1 10 5 2 3 6 8 0 5 7
10 7 7 7 2 7 2 0 4 3
3 0 n o d a t a
B i o l o g i c a l C o n t r o l
0
3 0
N o = : 86
3 0 1
2 7 0
5 / 1 7/ 0 1 R u n (ST ) :
1 4 2
T a b l e 3 1 : R e s i d u a
R e s i d u a l s
a n d p H V a l u e s (E x p t . 9 )
O x i d a n t R e s id u a l (m g/ L )
T im e (m i n ) N e w C e l l # 1 F C p H m i c r o b e s
1 4 8 4 6 F C E x p t S t o c k n o d a t a N
10 4 8 4 6 N e w C e l l # 1 E x p t S t o c k 6 9 4 N
2 0 4 6 4 6 F C E x p t 6 84
* Y
30 4 7 4 8 N e w C e l l # 1 E x p t 6 7 4
*
C h e m i c a l c o n t r o l 0 4 6 4 7 B C 6 9 3
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0





* v o l u m e v e r y s m a l l , a c c u r a t e r e a d i n g ?
T a b l e 3 J : R a w D a t a f o r B s u b t i l i s (E x p t . 9 )
D e s c r i p t i o n U n d i l . 1 0
^
- 1 1 0 ^ - 2 1 0 ' ^ - 3 1 0 ' ^ - 4 1 0 ' ^ - 5
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
B i o l C o n t r o l 0 T N T C T N T C 9 0 13 0 0
T N T C T N T C 7 7 1 1
B i o l C o n t r o l 30 T N T C T N T C 9 3 12
T N T C T N T C 8 7 14
N e w C e l l # 1
V o l u m e
E C G O l
E C G O 10
E C G O 2 0
E C G O 3 0
V o l u m e
F r e e C h l o r i n e 1
F r e e C h l o r i n e 10
F r e e C hl o ri n e 20
F r e e C h lo ri n e 3 0
0 1 0 0 1 0 0 0 1
T N T C T N T C 10 4
T N T C T N T C 10 6
T N T C T N T C 8 8
T N T C T N T C 8 3
T N T C T N T C 4 0
T N T C T N T C 4 0
T N T C 3 7
T N T C 50
0 0 0 1 0 0 0 1
T N T C T N T C 9 6
T N T C T N T C 8 1
T N T C T N T C 8 4
T N T C T N T C 8 4
T N T C T N T C 34
T N T C T N T C 4 0
T N T C
T N T C
4 0
3 3
0 0 0 0 1
1 0
1 3
0 0 0 0 1
1 7
0 0 0 0 0 1
0 0 0 0 0 1
1
14 3
T a b l e 3K : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r ^ . s u b t i l i s (E x p t . 9 )
T i m e (m i n ) C o n c e n t r a t i o n (N t ) L o g l O(N t) N t /N o L o g (N t /N o )
N e w C e l l # 1
0 9 0 3 E + 0 4 4 9 6 E + 0 0
1 0 7 E + 0 5 5 0 3 E + 0 0 1 19 E + 0 0 0 1
10 8 2 3E + 0 4 4 9 2 E + 0 0 9 1 1E - 0 1 0 0
2 0 4 0 7E + 0 4 4 6 1 E + 0 0 4 5 1E - 0 1 - 0 3
3 0 4 4 1 E + 0 3 3 6 4 E + 0 0 4 8 8E - 0 2 - 1 3
F C
9 0 3 E + 0 4 4 . 9 6 E - ^ 0 0
9 19 E - F0 4 4 . 9 6 E + 0 0 1 . 0 2 E - t- 0 0 0 . 0
10 8 2 9 E - F0 4 4 9 2 E 4 - 0 0 9 . 18 E - 0 1 0 0
2 0 3 80 E + 0 4 4 5 8 E - H 0 0 4 2 1E - 0 1 - 0 4
3 0 3 64 E + 0 3 3 5 6 E + 0 0 4 0 3 E - 0 2 - 1 4
B i o l o g i c a l C o n t r o l
8 6 9 E + 0 4 4 9 4 E + 0 0
9 0 9 3 7 E
-
H0 4 4
. 9 7 E
- ^ 0 0
5 / 3 1/ 0 1 R u n (5
° C ) :
T a b l e 3L : R e s i d u a l a n d p H V a l u e s (E x p t . 1 2 )
R e s i d u a l s O x i d a n t R e s i d u a l ( m g / L )
T i m e ( m i n ) N e w C e l l # 1 F C p H m i c r o b e s
1 5 2 4 4 F C E x p t S t o c k 6 9 9 N
10 5 1 4 4 N e w C e l l # 1 E x p t S t o c k 6 . 9 8 N
2 0 5 4 4 3 F C E x p t 6 9 1
* Y
3 0 5 0 4 3 N e w C e l l # 1 E x p t 6 80
*
C h e m i c a l c o n t r o l 0 5 0 4 3 B C 6 9 8
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0






v o l u m e v e r y s m a l l , a c c u r a t e r e a d i n g ?
14 4
T a b l e 3 M : R a w D a t a f o r ^ s u b t i l i s (E x p t . 2 )




- 2 1 0 ^ - 3 10 ^ - 4 10 ^ - S
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
B io l C o n t r o l 0 T N T C T N T C 7 4 1 0
T N T C T N T C 7 5
B i o l C o n t r o l 3 0 T N T C T N T C 6 1
T N T C T N T C 6 2
N e w C e l l # 1
V o l u m e
E C G O 1
E C G O 1 0
E C G O 2 0
E C G O 3 0
V o l u m e
F r e e C hl o r i n e 1
F r e e C hl o r i n e 1 0
F r e e C h lo r i n e 2 0
F r e e C h lo r i n e 3 0
0 1 0 0 1 0 0 0 1
T N T C T N T C 7 1
T N T C T N T C 7 1
T N T C T N T C 4 0
T N T C T N T C 5 2
T N T C T N T C 19
T N T C T N T C 13
15
2 2
0 1 0 0 1 0 0 0 1
T N T C T N T C 7 4
T N T C T N T C 8 0
T N T C T N T C 7 3
T N T C T N T C 5 6
T N T C T N T C 3 6
T N T C T N T C 16
T N T C
T N T C 19
0 0 0 0 1
1 1
0 0 0 0 1
0 0 0 0 0 1
1
0 0 0 0 0 1
0
T a b l e 3 N : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r B . s u b t i l i s (E x p t . 1 2 )
T i m e ( m i n ) C o n c e n t r a t i o n (N t ) L o g l O(N t ) N t / N o L o g (N t / N o )
N e w C e l l # 1
0 6 7 3 E + 0 4 4 8 3 E + 0 0
7 10 E + 0 4 4 8 5 E + 0 0 1 0 6E + 0 0 0 0
1 0 5 0 2 E + 0 4 4 7 0 E + 0 0 7 4 6 E - 0 1 - 0 1
2 0 1 5 9 E + 0 4 4 2 0 E + 0 0 2 3 6 E - 0 1 - 0 6
3 0 1 9 1E + 0 2 2 2 8 E + 0 0 2 84 E - 0 3 - 2 5
F C
6 7 3 E + 04 4 8 3 E + 0 0
7 . 6 4 E + 04 4 8 8 E + 0 0 1 . 1 3 E + 0 0 0 . 1
10 6 6 1E + 0 4 4 8 2 E + 0 0 9 8 1E - G l 0 0
2 0 2 8 1E + 0 4 4 4 5 E + 0 0 4 17 E - 0 1 - 0 4
30 1 7 7 E + 0 3 3 2 5 E + 0 0 2 6 3 E - 0 2 - 1 6
B i o l o g i c a l C o n t r o l
0 7 2 9 E + 0 4 4 8 6 E + 0 0
9 0 6 18 E + 0 4 4 7 9 E + 0 0
14 5
E . A p p e n d i x E (R a w D a t a f o r E x p e r i m e n t a l S e t 4 )






C p a r v u m a n d 5 s u b t i l i s (2 r u n s : 5 /2 1/ 0 1 a n d 5 /2 8/ 0 1 )
5 / 2 1 /0 1 R u n (p H 10 ) :
T a b l e 4 A : R e s i du a l a n d p H V a l u e s (E x p t l O)
R e s i d u a l s O x i d a n t R e s i d u a l (m g / L )
T im e (m i n ) N e w C e l l # 1 F C p H m ic r o b e s
1 6 5 * 4 8 F C E x p t S t o c k 9 7 0 N
10 5 6 4 7 N e w C e l l # 1 E x p t S t o c k 9 92 N
2 0 5 5 5 0 F C E x p t 8 0
* Y
3 0 5 7 4 9 N e w C e l l # 1 E x p t 8 8 9
*
C h e m i c a l c o n t r o l 0 5 5 4 8 B C 9 5 3
C h e m ic a l c o n t r o l 3 0 4 9 4 7
E n d E x p t S t o c k 4 8 n o da t a
*
o v e r s ho t
"
v o l u m e v e r y s m a l l , a c c u r a t e r e a d i n g ?
T a b l e 4 B : R a w D a t a f o r B . s u b t i l i s (E x p t . 1 0 )








- 4 l O
' ^
- S
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
B i o l C o n t r o l 0 T N T C T N T C 6 4 0 0
T N T C T N T C 5 8
B i o l C o n t r o l 3 0 T N T C T N T C 6 2
T N T C T N T C 5 5
N e w C e l l # 1
V o l u m e 0 1 0 0 1 O OO I 0 0 0 0 1 0 . 0 0 0 0 1
EC G O l T N T C T N T C 7 2 1 1 0
T N T C T N T C 7 0
EC G O 10 T N T C T N T C 5 8
T N T C T N T C 5 7
EC G O 2 0 T N T C T N T C 5 0
T N T C T N T C 7 1
EC G O 3 0 T N T C T N T C 6 2
T N T C T N T C 4 4
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
F r e e C h l o ri n e 1 T N T C T N T C 4 9 1
T N T C T N T C 6 2
F r e e C h l o ri n e 10 T N T C T N T C 4 7
T N T C T N T C 5 1
F r e e C h l o ri n e 2 0 T N T C T N T C 5 5
T N T C T N T C 6 9
F r e e C h l o ri n e 3 0 T N T C
T N T C
T N T C




T a b l e 4 C : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r g s u b t i l i s ( :x p t . 1 0 )
T im e (m in ) C o n c e n t r a t i o n ( N t ) L o g l O(N t ) N t / N o L o g ( N t/ N o )
N e w C e l l # 1
0 5 9 7 E + 0 4 4 7 8E + 0 0
7 3 3 E + 0 4 4 8 7 E + 0 0 1 2 3 E + 0 0 0 1
10 5 8 4 E + 0 4 4 7 7 E + 0 0 9 7 7 E - 0 1 0 0
2 0 5 6 6 E + 0 4 4 7 5 E + 0 0 9 4 7 E - 0 1 0 0
3 0 5 5 0 E + 0 4 4 7 4 E + 0 0 9 2 0 E - 0 1 0 0
F C
5 9 7 E + 0 4 4 7 8 E + 0 0
5 3 6 E + 0 4 4 7 3 E + 0 0 8 9 7 E - 0 1 0 0
10 5 0 5E + 0 4 4 7 0 E + 0 0 8 4 5 E - 0 1 - 0 1
2 0 6 2 0 E + 0 4 4 7 9 E + 0 0 1 04 E + 0 0 0 0
3 0 5 7 0 E + 0 4 4 7 6 E + 0 0 9 5 5 E - 0 1 0 0
B i o l o g i c a l C o n t r o l
0 5 9 5 E + 0 4 4 7 7 E + 0 0
9 0 5 9 9 E + 0 4 4 7 8 E + 0 0
T a b l e 4 D : H e m a c y t o m e t e r C o u n t s f o r C p a r v u m (E x p t . 1 0 )
C o u n t 1 C o u n t 2 C o u n t 3 C o u n t 4 A v e r a g e C o n c e n t r a t i o n
B C Ou n d 3 9 3 2 3 2 4 7 37 5 3 8 E + 0 5
B C Od i l 4 3 4 3 E + 0 5
B C Od i l 5 5 5 5 E + 0 5
B C 3 0 u n d 4 0 3 0 4 3 3 7 3 7 5 3 8 E + 0 5
B C 3 0 d i l 6 3 6 3 E + 0 5
B C 3 0 d i l 3 0 3 0 E + 0 5
N e w C e l l # 1
E C G O - l u n d 5 1 6 0 4 1 3 7 4 7 3 4 7 E + 0 5
E C G O - - l d i l 4 8 4 8 E + 0 5
E C G O - l d i l 5 8 E + 0 5
E C G O - l Ou n d 5 7 4 0 3 6 5 1 4 6 0 4 6 E + 0 5
E C G O - - 10 d i l 6 5 6 5 E + 0 5
E C G O - l Od i l 12 8 . 7 8 . 7 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 53 5 4 4 1 7 0 5 4 5 5 5 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 10 5 8 E + 0 5
E C G O - - 3 0 d i l 1 1 8 5 8 5 E + 0 5
T a b l e 4 E : R a w D a t a f o r C p a r v u m (E x p t . 1 0 )
U N D U N O l O '
^
- l l O
' ^
- l
S l i d e W e l l # 1 W e l l # 2 W e l l # 3 W e l l # 4
B C O n o d a t a n o d a t a n o d a t a n o d a t a
B C 3 0 4 7 /4 8 4 5 /4 8 2 9/ 4 8 n o d a t a
N e w C e l l # 1
EC G O 1
EC G O 10
EC G O 3 0
n o d a t a
n o d a t a
4 8 /4 8
4 8 / 4 8
n o d a t a
n o d a t a
3 0 /4 8
3 7/ 4 8
4 3/ 4 8
2 9 /4 8
2 9 /4 8
3 9 /4 8
14 7
T a b l e 4 F : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r C p a r v u m (E x p t . 1 0 )
T i m e (t n i n ) N t N t / N o L o g ( N t/ N o )
N e w C e l l # 1
1 9 9 0 2 0 0 0 3 0
10 12 3 0 2 4 8 0 3 9
3 0 2 2 . 37 4 . 5 1 0 . 6 5
B i o l o g i c a l C o n t r o l
0 n o d a t a
30 4 9 6
N o = 4 9 6
5 / 2 8 / 0 1 R u n (p H 10) :
T a b l e 4 G : R e s i d u a
R e s id u a l s
a n d p H V a l u e s (E x p t . 1 1 )
O x i d a n t R e s i d u a l (m g / L )
T i m e (m in ) N e w C e l l # 1 F C p H m i c r o b e s
1 4 8 5 6 F C E x p t S t o c k 9 7 0 N
4 . 8 5 5 N e w C e l l # 1 E x p t . S t o c k 9 . 9 0 N
2 0 5 0 5 3 F C E x p t 9 0 0
*
3 0 4 7 5 9 * N e w C e l l # 1 E x p t 8 9 6
*
C h e m i c a l c o n t r o l 0 5 2 5 7 B C 9 5 5
C h e m i c a l c o n t r o l 30
E n d E x p t S t o c k
5 4
5 4
5 7 * * v o l u m e v e r y sm a l l , a c c u r a t e r e a d i n g ?
5 0#
*
o v e r s h o t , # n o t q u i t e 10 m L o f s t o c k l e f t f o r t i t r a t i o n
14 8
T a b l e 4 H : R a w D a t a f o r B s u b t i l i s (E x p t . 1 1 )
D e s c r ip t i o n U n d i l 10
- ^
- 1 10 ' ^ - 2 10 ' ^ - 3 10 ^ - 4 l OM
V o lu m e 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
B i o l . C o n t r o l 0 T N T C T N T C 4 5 0 0
T N T C T N T C 5 0
B i o l C o n t r o l 3 0 T N T C T N T C 5 4
T N T C T N T C 5 3
N e w C e l l # 1
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
E C G O 1 T N T C T N T C 3 4 1 0
T N T C T N T C 4 6
E C G O 1 0 T N T C T N T C 3 9
T N T C T N T C 4 2
E C G O 2 0 T N T C T N T C 4 4
T N T C T N T C 4 6
E C G O 3 0 T N T C T N T C 3 0
T N T C T N T C 2 9
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
F r e e C h l o r i n e 1 T N T C T N T C 4 3 0
T N T C T N T C 4 0
F r e e C hl o r i n e 10 T N T C T N T C 39
T N T C T N T C 5 5
F r e e C h l o r i n e 2 0 T N T C T N T C 4 3
T N T C T N T C 4 6 1 1
F r e e C h l o r i n e 30 T N T C T N T C 7 1 1 1
T N T C T N T C 5 0
T a b l e 4 1 : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r B s u b t i l is (E x p t . 1 1 )
T i m e (m i n ) C o n c e n t r a t i o n (N t ) L o g l O(N t ) N t / N o L o g (N t / N o )
N e w C e l l # 1
0 5 0 8 E + 0 4 4 7 1E + 00
3 9 5 E + 0 4 4 6 0 E + 0 0 7 7 8E - 0 1 - 0 1
10 3 8 2 E + 0 4 4 5 8E + 0 0 7 5 2 E - 0 1 - 0 1
2 0 4 3 2 E + 0 4 4 64 E + 0 0 8 5 0E - 0 1 - 0 1
30 3 2 1E + 0 4 4 5 1E + 0 0 6 32 E - 0 1 - 0 2
F C
5 0 8 E + 0 4 4 7 1E + 00
4 . 0 7 E + 0 4 4 6 1E + 0 0 8 0 2 E - 0 1 - 0 1
10 4 8 9 E + 0 4 4 6 9 E + 0 0 9 6 2 E - 0 1 0 0
2 0 4 8 9 E + 0 4 4 6 9 E + 0 0 9 6 2 E - 0 1 0 0
30 6 3 1E + 0 4 4 8 0 E + 00 1 2 4 E + 0 0 0 1
B i o l o g i c a l C o n t r o l
0 4 9 3E + 0 4 4 6 9 E + 0 0
9 0 5 2 3 E + 0 4 4 7 2 E + 0 0
14 9
T a b l e 4 J : H e m a c y t o m e t e r C o u n t s f o r C p a r v u m (E x p t 1 1 )
C o u n t 1 C o u n t 2 C o u n t 3 C o u n t 4 A v e r a g e C o n c e n t r a t i o n
B C Ou n d 4 7 4 7 6 5 4 6 5 1 3 5 1E + 0 5
B C Od i l 5 3 5 3 E + 0 5
B C Od i l 3 8 E + 0 5
B C 3 0 u n d 5 8 5 1 4 7 5 2 5 2 0 5 2 E + 0 5
B C 3 0 d i l 5 5 5 5 E + 0 5
B C 3 0 d i l 5 3 5 3 E + 0 5
N e w C e l l # 1
E C G O - l u n d 5 5 4 6 4 8 4 8 4 9 3 4 9 E + 0 5
E C G O - - l d i l 5 5 5 5E + 0 5
E C G O - l d i l 4 0 4 0 E + 0 5
E C G O - l Ou n d 4 6 3 9 5 4 4 7 4 6 5 4 7E + 0 5
EC G O - - 10 d i l 5 0 5 0 E + 0 5
E C G O - - 10 di l 4 0 4 0 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 5 1 5 3 5 2 4 3 4 9 8 5 0 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 5 5 5 5E + 0 5
E C G O - - 3 0 d i l 4 8 4 8E + 0 5
T a b l e 4 K : R a w D a t a f o r C . p a r v u m (E x p t . 1 1 )
U N D U N D l O ' ^ - l l O' ^ - l
S l i d e W e l l # 1 W e l l # 2 W e l l # 3 W e l l # 4
B C O n o d a t a 4 7 / 4 8 3 1/ 4 8 2 9 /4 8
B C 3 0 3 9 / 4 8 4 4 / 4 8 n o d a t a n o d a t a
N e w C e l l # 1
E C G O l 4 8 / 4 8 4 5 / 4 8 3 1/ 4 8 2 9 /4 8
E C G O 10 4 7 / 4 8 4 8 / 4 8 3 3 / 4 8 3 2 /4 8
E C G O 30 n o d a t a 4 8 / 4 8 3 3 / 4 8 3 2 / 4 8
T a b l e 4 L : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r C . p a r v u m (E x p t . 1 1 )
T im e (m i n ) N t N t /N o L o g ( N t/ N o )
N e w C e l l # 1
1 5 3 9 1 2 1 0 0 8
10 7 . 2 9 1 . 6 3 0 2 1
30 1 1 9 2 2 6 7 0 4 3
B io l o g i c a l C o n t r o l
0
30




F . A p p e n d i x F (R a w D a t a f o r E x p e ri m e n t a l S e t 5 )
D a t a T a b l e s f o r E x p e ri m e n t 5 : N e w C e l l # 1 v s F r e e C h l o ri n e ,
B u f f e r , p H 7 , 2 5
°
C , B s u b t i l is (2 n rn s : 6 / 4 /0 1 a n d 6 / 6 /0 1 )
6 - 8 m g /L ,
"
D i r t y
"
6 /4 / 0 1 R u n (
"
d i r t y
" b u f f e r ) :
T a b l e 5A : R e s i d u a l a n d p H V a l u e s (E x p t . 1 3 )
R e s i d u a l s O x i d a n t R e s i d u a l ( m g/ L )
T i m e (m i n ) N e w C e l l # 1 F C p H m i c r o b e s
1 5 2 7 7 F C E x p t S t o c k 6 9 5 N
10 3 . 9 7 5 N e w C e l l # 1 E x p t S t o c k 7 0 0 N
2 0 3 7 8 2 ?? F C E x p t 6 9 4
*
3 0 3 6 7 2 N e w C e l l # 1 E x p t 6 8 9
*
C h e m i c a l c o n t r o l 0 6 2 5 4 B C 7 0 3 Y
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0 4 8 3 6 * v o l u m e v e r y s m a l l , a c c u r a t e r e a d i n g ?
E n d E x p t S t o c k 3 4
" 1 6
* N O T E : E x p t S t o c k t i t r a t i o n s d o n e
~ 1 5m i n u t e s a ft e r C C 3 0 t i t r a t i o n s
T a b l e 5B : R a w D a t a fo x B s u bt i l i s (E x p t . 1 3)
D e s c r i p t i o n U n d i l . 1 0
' ^ - 1 1 0 - ^ - 2 1 0 ^ - 3 10 ' ' - 4 1 0 ^ - 5
V o l u m e 0 . 1 0 . 0 1 0 . 0 0 1 0 0 0 0 1 0 . 0 0 0 0 1 0 . 0 0 0 0 0 1
B i o l C o n t r o l 0 T N T C T N T C 7 4 15 0 0
T N T C T N T C 7 5 1 1
B i o l C o n t r o l 30 T N T C T N T C 9 0
T N T C T N T C 9 0 10
N e w C e l l # 1
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
E C G O l T N T C T N T C 15 1
T N T C T N T C 7 4 1 1
E CG O 1 0 2 1
2 2
E C G O 2 0
E C G O 3 0
V o l u m e 0 1 0 . 0 1 0 . 0 0 1 0 . 0 0 0 1 0 0 0 00 1
F r e e C h l o r i n e 1 T N T C T N T C 8 5
T N T C T N T C 6 7
F r e e C h l o r i n e 10 0 0
F r e e C h l o ri n e 2 0
F r e e C h l o ri n e 30
15 1
T a b l e 5 C : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r ^ s u b t i l i s (E x p t . 1 3 )
T i m e (m i n ) C o n c e n t r a t i o n (N t ) L o fi l O(N t) N t /N o L o g (N t /N o )
N e w C e l l # 1
0 8 . 4 4 E + 0 4 4 9 3E + 0 0
8 . 6 0 E + 0 4 4 9 3E + 0 0 1 . 0 2 E + 0 0 0 0
10 2 39 E + 0 2 2 3 8 E + 0 0 2 8 3 E - 0 3 - 2 5
2 0 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 5 9 2 E - 0 5 - 4 2
3 0 5
. 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 5 9 2 E - 0 5 - 4 2
F C
8 4 4 E + 0 4 4 9 3E + 0 0
7 . 6 9 E + 0 4 4 89 E + 0 0 9 12 E - 0 1 0 0
10 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 5 9 2 E - 0 5 - 4 2
2 0 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 5 9 2 E - 0 5 - 4 2
3 0 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 5 9 2 E - 0 5 - 4 2
B i o l o g i c a l C o n t r o l
0 7 9 6 E + 0 4 4 9 0 E + 0 0
9 0 8 9 1E + 0 4 4 9 5E + 0 0
6 / 6 / 0 1 R u n (
"
d i r t y
"
b u f f e r ) :
T a b l e 5 D : R e s i du a
R e s i d u a l s
a n d p H V a l u e s (E x p t 1 4 )
O x i d a n t R e s i d u a l (m g/ L )
T im e (m i n ) N e w C e l l # 1 F C p H m i c r o b e s
1 4 8 6 5 F C E x p t S t o c k 6 9 8 N
10 4 0 5 5 N e w C e l l # 1 E x p t S to c k 7 0 0 N
2 0 3 2 5 1 F C E x p t .
30 3 5 5 0 N e w C e l l # 1 E x p t 6 8 2
*
C h e m ic a l c o n t r o l 0 8 1 8 0 B C 7 0 2
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0






v o l u m e v e r y sm a l l , a c c u r a t e r e a d i n g ?
15 2
T a b l e 5 E : R a w D a t a f o r i ? s u b t i l i s (E x p t 14 )
D e s c r ip t i o n U n d i l . l O






- 4 l O '
^
- S
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
B i o l C o n t r o l 0 T N T C T N T C T N T C 19 1 0
T N T C T N T C T N T C 19
B i o l C o n t r o l 3 0 T N T C T N T C T N T C 1 7
T N T C T N T C T N T C 2 7
N e w C e l l # 1
V o lu m e 0 1 0 0 1 0 . 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
E C G O 1 T N T C T N T C T N T C 12
T N T C T N T C T N T C 19
E C G O 10 0 0 0
E C G O 2 0
E C G O 3 0
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 00 1
F r e e C h l o r i n e 1 T N T C T N T C T N T C 2 9
T N T C T N T C T N T C 2 5
F r e e C h l o r i n e 10 0 0 0
F r e e C h l o ri n e 2 0
F r e e C h l o ri n e 3 0
T a b l e 5 F : I n a c t i v a t i o n D a t a f o x B . s u b t i l i s (E x p t 1 4 )
T i m e (m i n ) C o n c e n t r a t i o n (N t ) L o g l O( N t ) N t / N o L o g (N t / N o )
N e w C e l l # 1
0 2 0 3 E + 0 5 5 3 1E + 0 0
1 5 5 E + 0 5 5 19 E + 0 0 7 6 2 E - 0 1 - 0 1
10 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 2 4 7 E - 0 5 - 4 6
2 0 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 2 4 7 E - 0 5 - 4 6
3 0 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 2 4 7 E - 0 5 - 4 6
F C
2 0 3 E + 0 5 5 3 1 E + 0 0
2 7 7 E + 0 5 5 4 4 E + 0 0 1 3 7 E + 0 0 0 1
10 5 0 0 E + 0 0 6 9 9E - 0 1 2 4 7 E - 0 5 - 4 6
2 0 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 2 4 7 E - 0 5 - 4 6
3 0 5 0 0 E + 0 0 6 9 9E - 0 1 2 4 7 E - 0 5 - 4 6
B io l o g i c a l C o n t r o l
0 1 82 E + 0 5 5 2 6 E + 0 0
9 0 2 2 4 E + 0 5 5 3 5E + 0 0
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G . A p p e n d i x G (M e t h o d M o d i fi c a t i o n s a n d S u m m a r y T a b l e s f o r P r e v i o u s P e n c e l l
E x p e r i m e n t s a n d E x p e r im e n t a l D a t a )
T h e p r o c e du r e s f o r t h e s e e x p e r im e n t s (T a b l e 6 A ) w e r e c o n d u c t e d a s d e s c r i b e d i n
t h e M a t e r i a l a n d M e t h o d s s e c t i o n
,
w i t h s o m e m o d i f i c a t i o n s o r di f f e r e n c e s . F o r i n s t a n c e ,
t h e v o l t a g e a n d c u r r e n t a p p l i e d t o t h e p e n c e l l s w e r e n o t m o n i t o r e d i n E x p t s . A - D a n d th e
fi n a l e x p e r i m e n t a l p H o f s a m p l e s w a s n o t c o n fi r m e d f o r E x p t s . A - C . T h e s a m p l e s f o r
E x p t s . A - D w e r e q u e n c h e d w i t h 3% s o d i u m t h i o s u l f a t e (n o t 0 . 0 0 6% ). H e m a c y t o m e t e r
c o u n t s o f o o c y s t s i n t h e C . p a r v u m e x p e r im e n t a l s a m p l e s w e r e n o t c o m p l e t e d fo r E x p t s .
A - C
,
t h u s t h e c o n c e n t r a t i o n o f o o c y s t s a p p l i e d t o t h e c e l l l a y e r s w a s n o t q u a n t i fi e d a ft e r
t h e d i s i n f e c t i o n e x p e r i m e n t . M o s t C p a r v u m i n f e c t i v i t y a s s a y s w e r e p e r f o r m e d u s i n g
i n o c u l a t i o n s o f u n d i l u t e d a n d 10
" '
d i l u t e d s a m p l e s . H o w e v e r , E x p t s . A a n d B i n c l u d e d
10
'
s a m p l e d i l u t i o n s a n d o n l y u n d i l u t e d s a m p l e s , r e s p e c t i v e l y . F l u o r o c h r o m e - l a b e l e d
m o n o c l o n a l a n t i b o d y w a s n o t p r o d u c e d i n - h o u s e b y t h e m e t h o d d e s c r i b e d p r e v i o u s l y f o r
E x p t s . A
- D . F o r t h e s e t r i a l s
,
fl u o r o c h r o m e - l a b e l e d C 3C 3 a n t i b o d y w a s o b t a i n e d r e a d y -
f o r - u s e f r o m M i c h a e l A r r o w o o d a t t h e C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l (A t l a n t a , G A ) .
F u r t h e r m o r e
,
f o r t h e s e e x p e r i m e n t s (A - D ) , t h e C p a r v u m o o c y s t s a m p l e s w e r e p r o c e s s e d
i n n o n - r e m o v a b l e 2 o r 4 w e l l s l i d e s (N a l g e N u n c I n t e r n a t i o n a l , N a p e r v i l l e , I L ) a n d w e r e
s c o r e d p o s i t i v e l y o r n e g a t i v e l y u n d e r a m a gn i f i c a t i o n o f 4 0 0X (n o t 2 5 0X ) f o r 5 0 n o n -
o v e r l a p p i n g , c o n s e c u t i v e fi e l d s (n o t 4 8 ) .
A s t h e e x p e r i m e n t s p r o g r e s s e d , p r o c e d u r e s w e r e i n c o r p o r a t e d t o m o n i t o r
r e p r o d u c i b i l i t y a n d m o d i f i c a t i o n s w e r e m a d e a s n e c e s s a r y . T h e s e s t e p s i n c l u d e d
m o n i t o r i n g t h e v o l t a g e a n d c u r r e n t a p p l i e d t o t h e p e n c e l l d u r i n g p r o d u c t i o n o f t h e
d i s i n f e c t a n t , m e a s u r i n g t h e fi n a l p H , n o t q u e n c h i n g th e t e s t s a m p l e w i t h a n e x c e s s
c o n c e n t r a t i o n o f s o d i u m t h i o s u l f a t e , a n d m i c r o s c o p i c a l l y e n u m e r a t i n g t h e c o n c e n t r a t i o n
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o f C p a r v u m o o c y s t s a p p l i e d t o t h e c e l l l a y e r s . C h a m b e r s l i d e s u s e d f o r t h e C p a r v u m
i n f e c t i v i t y a s s a y w e r e c h a n g e d d u e t o p r o b l e m s w i t h t h e M D C K c e l l l a y e r a d h e r i n g t o t h e
s l i d e s . F u r t h e r m o r e , du e t o t h e p e n c e l l b e i n g a u s e o f p o i n t - o f - u s e t r e a tm e n t d e v i c e
i n t e n d e d t o p r o v i d e p o t a b l e w a t e r q u i c k l y , t h e 9 0 m i n u t e t im e p o i n t w a s dr o p p e d a f t e r
E x p t . D .
A m a j o r c h a n g e i n t h e e x p e r i m e n t a l m e t h o d o l o g y c o n c e r n s t h e s t e p s i n t h e C .
p a r v u m i n f e c t i v i t y a s s a y . T h e s l i d e p r o c e s s i n g f o r E x p t s . A - D w a s s l i g h t l y m o d i f i e d .
P r i o r t o in f e c t i n g t h e c e l l s , t h e p r o c e d u r e s w e r e t h e s a m e . H o w e v e r , a f t e r t h e 3 h o u r
i n c u b a t i o n
,
t h e fl u i d w a s a s p i r a t e d o f f t h e c e l l s b e f o r e r e p l a c i n g w i t h f r e s h U C m e d i a .
T h e c e l l s w e r e i n c u b a t e d f o r - 4 8 h o u r s a n d w a s h e d 3 t im e s w i t h T - P B S b e f o r e fi x i n g
w i t h B o u i n ' s S o l u t i o n (S i g m a ; S t . L o u i s , M O ) fo r 2 h o u r s a t R T . T h e f i x a t i v e w a s
a s p i r a t e d o f f a n d t h e c e l l s d e - c o l o r i z e d w i t h 7 0% e t h a n o l a n d p l a c e d o n a s h a k e r p l a t f o r m
a t R T f o r 5 m i n u t e s . T h e c e l l s w e r e t h e n w a s h e d 3 t i m e s w i t h T - P B S a n d P B S /B SA w a s
a d d e d . T h e s l i d e s i n c u b a t e d f o r 3 0 m i n u t e s a t 3 7
°
C i n a 5% C O 2 e n v i r o n m e n t . T h e
P B S/ B SA w a s a s p i r a t e d o f f a n d t h e c e l l s w e r e s t a i n e d w i t h m A b f o r 9 0 m i n u t e s a t R T o n
a s h a k e r p l a t f o r m be f o r e b e i n g w a s h e d 3 t im e s w i t h T - P B S . D r o p s o f PV A / D A B C O w e r e
a d d e d t o t h e w e l l s a n d t h e c h a m b e r s w e r e t a p e d t o m i c r o s c o p e s l i d e s f o r o b s e r v a t i o n .
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T a b l e 6 A : S u m m a r y T a b l e o f P r e v i o u s P e n c e l l E x p e r i m e n t s
E x p t D a t e P e n s
D o s e
( m g / L )
T e s t
M ic r o b e s
9/ 1 3/ 9 9
W i d e - S p a c e d
E l e c t r o d e s i n t h e
C e l l ( fu l ly c h a r g e d
a n d d e p l e t e d
b a t t e r i e s ) C p a r v u m
B 10/ 4 / 9 9
H D N C e l l a n d F u l l
B e t a P e n C p a r v u m
1/ 1 0/ 0 0 F u l l P e n # 2 C p a r v u m
D 4/ 1 0/ 0 0 C e l l # l a n d C e l l # 2 C p a r v u m
1/2 2/ 0 1
H D N C e l l a n d F u l l
P e n ( 8 7 ) 10 C p a r v u m
2 / 5 / 0 1
H D N C e l l a n d F u l l
P e n ( 8 7 ) 10




C p a r v u m
B s u b t i l i s
O D F b u f f e r a t
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T a b l e 6 B : S u m m a r y T a b l e o f P r e v i o u s P e n c e l l E x p e ri m e n t a l D a t a
L o g i o I n a c t i v a t i o n f o r P e n a n d T im e P o i n t L i s t e d

















W S F u l l
a n d D e p l
B a t t e r i e s C p a r v u m 0 0 8 0 0 4
- 0 0 5 - 0 1 5 - 0 3 3 - 0 19 - 0 13 - 0 2 5
L o g i o I n a c t i v a t i o n f o r P e n a n d T im e P o i n t L i s t e d


















H D N a n d
F u l l B e t a C p a r v u m 0 0 7
- 0 14 - 0 7 6 - 0 7 3 - 2 7 7 - 2 7 7 - 2 7 7 - 2 7 7
L o g i o I n a c t i v a t i o n f o r P e n a n d T i m e P o i n t L i s t e d









C F u l l P e n # 2 C p a r v u m - 0 0 3
- 2 9 6 - 2 9 6 - 2 9 6
L o g i o I n a c t i v a t i o n f o r P e n a n d T im e P o i n t L i s t e d


















C e l l # 1 a n d
C e l l # 2 C p a r v u m 0 3 3
- 0 6 4 0 0 1 - 0 2 4 - 0 10 0 8 0 0 8 0
L o g i n I n a c t i v a t i o n f o r P e n a n d T i m e P o i n t L i s t e d













H D N a n d
F u l l P e n
( 8 7) C p a r v u m 0 3 3 0 2 9 - 0 1 1 0 13 0 2 6 - 2 4 2
L o g i o I n a c t i v a t i o n f o r P e n a n d T im e P o i n t L i s t e d













H D N a n d
F u l l P e n
( 87 )
C p a r v u m 0 . 3 3 0 3 1 0 0 7 0 34 0 2 3 0 12
B s u b t i l i s ■ 0 10 - 4 8 0 ■ 4 8 0 - 0 10 ■ 4 8 0 - 4 80
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H . A p p e n d i x H (R a w D a t a f o r P r e v i o u s P e n c e l l E x p e r i m e n t s )
D a t a T a b l e s f o r E x p e r im e n t A : W i d e - S p a c e d C e l l w i t h b o t h a f u l l a n d d e p l e t e d b a t t e r y , 5
m g / L , O D F B u f f e r , p H 7 , 2 5
° C
,
C p a r v u m r e p o r t e d (9 / 13/ 9 9 )
T a b l e 7A : R e s i d u a l V a l u e s
R e s i d u a l s O x i d a n t R e s id u a l ( m g / L )
T i m e ( m i n ) F u l l B a t e r y D e p l e t e d B a t e r y
1 6 1 7 5
5 . 3 7 0
30 5 4 6 4
9 0 4 7 5 7
C h e m i c a l c o n t r o l 0 5 6 4 6
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0 6 5 4 6
T a b l e 7 B : R a w D a t a F o r C p a r v u m
U N D U N D l O
' ^
- l l O
' ^





S l i d e W e l l # 1 W e l l # 2 W e l l # 3 W e l l # 4 W e l l # 5 W e l l # 6
B C O 5 0 / 5 0 4 9 / 5 0 16 / 50 1 1/ 5 0
B C 9 0 5 0 / 5 0 4 4 / 5 0 15 / 50 16 / 5 0
F u l l B a t t e r y
E C G O l 4 1/ 5 0 4 2 / 5 0 3 1/ 5 0 3 4 / 5 0 2 0 / 5 9 1 3 / 5 0
E C G O 10 4 3/ 5 0 3 1/ 5 0 3 6 / 5 0 3 7 / 5 0 19 / 5 0 2 6 / 5 2
E C G O 3 0 3 9 / 5 0 2 3 / 5 0 4 2 / 50 4 6 / 5 0 2 4 / 5 0 7 / 5 0
E C G O 9 0 2 8/ 5 0 3 1/ 5 0 4 9 / 50 4 1/ 5 0
D e p l e t e d B a t t e r y
E C G O 1 3 2 / 5 0 4 2 / 6 7 1 1/ 5 0 19 / 5 0 2 / 5 0 1/ 5 0
E C G O 10 2 3 / 5 0 2 7 / 5 0 4 2 / 50 3 5 / 5 0 7 / 5 0 1 7/ 5 5
E C G O 3 0 2 9 / 5 0 2 5 / 5 0 5 0 / 52 4 1/ 5 7 7 / 5 0 1 7/ 5 0
E C G O 9 0 2 1/ 5 0 2 3 / 5 0 4 8 / 50 4 5 / 5 0
T a b l e 7C : I n a c t i v a t i o n D a t a fo r C . p a r v u m
T i m e (m i n ) N t N t /N o L o g (N t / N o )
F u l l B a t t e r y
1 3 7 2 1 2 2 0 0 8
10 3 3 7 1 10 0 0 4
3 0 2 7 2 0 8 9 - 0 0 5
9 0 2 19 0 7 2 - 0 1 5
D e p l e t e d B a t t e r y
1 1 4 2 0 4 6 - 0 3 3
10 1 9 7 0 6 4 - 0 19
3 0 2 2 9 0 7 5 - 0 13
9 0 1 7 3 0 5 7 - 0 2 5
B i o l o g i c a l C o n t r o l
N o = 3 0 6
1 5 8





C p a r v u m r e p o r t e d ( 10 / 4 / 9 9 )
T a b l e 8 A : R e s i d u a l V a l u e s
R e s i d u a l s





C h e m i c a l c o n t r o l 0
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0
O x i d a n t R e s i d u a l (m g/ L )






B a c k g r o u n d r e s i d u a l o f 1 7 m g /L d e t e c t e d






n o d a t a
T a b l e S B : R a w D a t a F o r C p a r v u m
U N D U N D
S l i d e W e l l # 1 W e l l # 2
B C O 4 9 / 5 0 4 9 / 5 0
B C 9 0 4 7 / 5 0 4 9 / 5 0
F u l l B e t a P e n
E C G O l 1/ 5 0 0/ 50
E C G O 10 0/ 50 0 / 50
E C G O 3 0 0/ 50 0 / 50
E C G O 9 0 0/ 50 0 / 50
H D N C e l l
E C G O 1 4 9 / 5 0 5 0 / 5 0
E C G O 1 0 4 9 / 5 0 4 6 / 5 0
E C G O 3 0 2 9 / 5 0 3 3 / 5 0
E C G O 9 0 3 0 / 5 0 3 5 / 5 0
T a b l e 8 C : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r C p a r v u m
T i m e (m i n ) N t N t / N o L o g (N t /N o )
F u l l B e t a P e n
0 0 1 0 0 0 - 2 . 7 7
10 0 0 1 0 0 0 - 2 7 7
30 0 0 1 0 0 0 - 2 7 7
9 0 0 0 1 0 0 0 - 2 7 7
H D N C e l l
1 6 9 3 1 18 0 0 7
10 4 2 5 0 7 2 - 0 14
3 0 1 0 1 0 17 - 0 76
9 0 1 10 0 19 - 0 7 3
B i o l o g i c a l C o n tr o l
N o = 5 87
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C p a r v u m
( 1 / 1 0 / 0 0 )
T a b l e 9A : R e s i d u a l V a l u e s
R e s i d u a l s O x i d a n t R e s id u a l (m g / L )




9 0 5 0
C h e m i c a l c o n t r o l 0 4 7
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0 5 . 1
T a b l e 9 B : R a w D a t a F o r C p a r v u m
U N D U N D 1 0 ^ - 1 l O '^ - l
S l i d e W e l l # 1 W e l l # 2 W e l l # 3 W e l l # 4
B C O 50 / 5 0 5 0 / 50 3 0 / 5 0 30 / 50
B C 9 0 50 / 5 0 5 0 / 50 2 9 / 5 0 29 / 50
F u l l P e n # 2
EC G O 1 50 / 5 0 5 0 / 5 0 2 7/ 5 0 3 0/ 50
EC G O 10 0/ 5 0 0 / 5 0 n o t c o u n t e d n o t c o u n t e d
E C G O 3 0 1/ 50 0 / 5 0 n o t c o u n t e d n o t c o u n t e d
E C G O 9 0 0 / 50 0 / 5 0 n o t c o u n t e d n o t c o u n t e d
T a b l e 9 C : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r C . p a r v u m
T im e (m in ) N t N t / N o L o g (N t / N o )
F u l l P e n # 2
1 8 6 9 0 9 4 - 0 0 3
10 0 0 1 0 0 0 - 2 9 6
3 0 0 0 1 0 0 0 - 2 9 6
9 0 0 0 1 0 0 0 - 2 9 6
B i o l o g i c a l C o n t r o l
N o = 9 2 2
16 0
D a t a T a b l e s f o r E x p e ri m e n t D : C e l l # 1 a n d C e l l # 2 , 5 m g / L , O D F B u f f e r , p H 7 , 2 5
°
C , C
p a r v u m (4 / 1 0 / 0 0 )
T a b l e l OA : R e s i d u a l a n d p H V a l u e s
R e s i d u a l s





C h e m i c a l c o n t r o l 0
C h e m i c a l c o n t r o l 9 0
O x i d a n t R e s id u a l (m g / L )














C e l l # 1 E x p t S t o c k






m i c r o b e s
N
N
* C o n d u c t e d o n 4 / 1 0/ 0 0
T h e d e m a n d e x p e r im e n t w a s d o n e o n 4 / 1 1/ 0 0
T a b l e I QB : H e m a c y t o m e t e r C o u n t s f o r C p a r v u m
C o u n t 1 C o u n t 2 C o u n t 3 C o u n t 4 A v e r a g e C o n c e n t r a t i o n
B C Ou n d 3 3 3 6 3 4 5 0 3 5E + 0 5
B C Od i l 10 5 7 5 5 8E + 0 5
B C Od i l
B C 9 0 u n d
B C 9 0 d i l 1 1 1 3 10 2 5 1 0 E + 0 6
B C 9 0 d i l 4 2 5 4 3 E + 0 5
C E L L l - l u n d 4 5 4 1 3 1 3 6 3 8 2 5 3 8E + 0 5
C E L L 1- l d i l 5 5 0 5 5E + 0 5
C E L L 1- l d i l 5 0 0 5 0E + 0 5
C E L L 1- l Ou n d 4 7 3 2 3 7 3 8 6 7 3 9E + 0 5
C E L L l - l Od i l 1 1 10 7 5 0 7 5E + 0 5
C E L L l - - 10 d i l 15 6 7 5 6 8E + 0 5
C E L L l - 3 0 u n d 2 0 3 0 3 6 3 9 3 1 2 5 3 1E + 0 5
C E L L l - 30 di l 12 1 1 10 3 3 OE + 0 6
C E L L l - 3 0 di l 6 2 5 6 3E + 0 5
C E L L l - 9 0 u n d 4 8 3 8 6 0 4 0 4 6 5 0 4 7 E + 0 5
C E L L l - 9 0 d i l 5 2 5 5 3E + 0 5
C E L L l - 9 0 d i l 5 0 0 5 0 E + 0 5
C E L L 2 - 1 u n d 3 4 3 4 2 4 3 7 3 2 2 5 3 2 E + 0 5
C E L L 2 - l d i l 5 5 0 5 5E + 0 5
C E L L 2 - l d i l 4 2 5 4 3 E + 0 5
C E L L 2 - l O u n d 3 8 3 9 4 2 3 3 3 8 0 0 3 8E + 0 5
C E L L 2 - - 10 d i l 1 1 6 . 7 5 6 8E + 0 5
C E L L 2 - 10 d i l 10 7 5 0 7 5E + 0 5
C E L L 2 - 3 0 u n d 3 6 4 0 3 8 3 7 3 7 7 5 3 8E + 0 5
C E L L 2 - - 3 0 d i l 12 14 8 6 7 8 7 E + 0 5
C E L L 2 - 3 0 d i l 5 7 5 5 8E + 0 5
C E L L 2- 9 0 u n d 3 3 3 1 2 3 2 8 2 8 . 7 5 2 9 E + 0 5
C E L L 2 - 9 0 d i l 4 6 7 4 7E + 0 5
C E L L 2 - 9 0 d i l 6 0 0 6 0 E + 0 5
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T a b l e I OC : R a w D a t a F o r C p a r v u m
U N D U N D 1 0 ^ - 1 l O ' ^ - l
S l i d e W e l l # 1 W e l l # 2 W e l l # 3 W e l l # 4
B C O 5 0 / 5 0 5 0/ 5 0 3 4 / 5 0 3 7 / 5 0
B C 9 0 5 0 / 5 0 5 0 / 5 0 36 / 5 0 2 2 / 5 0
C e l l # 1
E C G O 1 4 4 / 5 0 4 9 / 5 0 4 9 / 50 5 0 / 5 0
E C G O 10 5 0 / 5 0 4 4 / 5 0 5 0/ 50 5 0 / 5 0
E C G O 3 0 5 0 / 5 0 5 0/ 5 0 5 0 / 5 0 5 0 / 5 0
E C G O 9 0 4 9 / 5 0 5 0 / 5 0 4 7 / 5 0 n o d a t a
C e l l # 2
E C G O l 4 8 / 5 0 4 6 / 5 0 39 / 4 8 4 8 / 5 0
E C G O 10 5 0 / 5 0 4 9 / 5 0 4 1/ 50 5 0 / 5 0
E C G O 3 0 5 0 / 5 0 5 0/ 5 0 5 0 / 5 0 4 9/ 5 0
E C G O 9 0 5 0 / 5 0 5 0/ 5 0 5 0 / 5 0 4 9 / 5 0
T a b l e l OD : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r C . p a r v u m
T i m e ( m i n ) N t N t /N o L o g (N t / N o )
C e l l # 1
1 5 2 0 0 4 7 - 0 3 3
10 2 54 0 2 3 - 0 6 4
3 0 n o d a t a
9 0 1 1 3 5 1 0 3 0 0 1
C e l l # 2
6 39 0 5 8 - 0 2 4
10 8 80 0 7 9 - 0 10
30 6 9 3 0 6 2 6 0 80
9 0 6 9 3 0 6 2 6 0 80
B i o l o g i c a l C o n t r o l
N o = 1 1 0 7




C . p a r v u m ( 1 /2 2 / 0 1)
T a b l e 1 1A : R e s i du a
R e s id u a l s




C h e m ic a l c o n t r o l 0
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0
a n d p H V a l u e s












H D N E x p t S t o c k
F u l l P e n ( 8 7 ) E x p t S t o c k
H D N E x p t









o v e r s ho t




T a b l e 1 I B : H em a c y t o m e t e r C o u n t s f o r C . p a r v u m
C o u n t 1 C o u n t 2 C o u n t 3 C o u n t 4 A v e r a g e C o n c e n t r a t i o n
B C Ou n d 3 2 2 3 2 1 2 3 2 4 8 2 . 5 E + 0 5
B C Od i l 4 0 4 0 E + 0 5
B C Od i l 3 0 3 . 0 E + 0 5
B C 3 0 u n d 2 5 3 3 3 0 2 6 2 8 5 2 9 E + 0 5
B C 30 d i l 3 8 3 8 E + 0 5
B C 30 d i l 5 8 5 8 E + 0 5
H D N C e l l
E C G O - l u n d 2 8 3 3 2 0 2 5 2 6 5 2 . 7 E + 0 5
E C G O - l d i l 5 5 5 5 E + 0 5
E C G O - l d i l 3 5 3 5 E + 0 5
E C G O - l Ou n d 2 2 2 6 3 2 19 2 4 8 2 . 5 E + 0 5
E C G O - - 10 d i l 2 3 2 3 E + 0 5
E C G O - - 10 d i l 3 8 3 8 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 17 2 1 12 17 16 8 1 7 E + 0 5
E C G O - - 3 0 d i l 1 1 7 0 7 0 E + 0 5
E C G O - - 3 0 d i l 3 3 3 . 3 E + 0 5
F u l l P e n ( 8 7 )
E C G O - l u n d 2 8 2 5 3 4 3 0 2 9 3 2 . 9 E + 0 5
E C G O - - l d i l 3 0 3 0 E + 0 5
E C G O - - l d i l 3 5 3 . 5 E + 0 5
E C G O - l Ou n d 2 6 2 4 2 4 2 3 2 4 3 2 .4 E + 0 5
E C G O - - 10 d i l 2 5 2 5 E + 0 5
E C G O - - l O d i l 4 3 4 . 3 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 13 16 2 7 2 1 19 3 1 9 E + 0 5
E C G O - - 3 0 d i l 3 5 3 5 E + 0 5
E C G O - - 3 0 d i l 2 5 2 5 E + 0 5
16 3
T a b l e 1 I C : R a w D a t a F o r C . p a r v u m
U N D U N D 1 0 ^ - 1 l O ' ^ - l
S l i d e W e l l # 1 W e l l # 2 W e l l # 3 W e l l # 4
B C O 4 2 /4 8 3 5 / 4 8 16 / 4 8 2 4/ 4 8
B C 3 0 4 8 /4 8 4 4 / 4 8 13 / 4 8 17 /4 8
H D N
E C G O 1 4 8 /4 8 4 6 / 4 8 2 9 / 4 8 2 9 / 4 8
EC G O 10 4 7 /4 8 4 6 / 4 8 2 8 / 4 8 2 3/ 4 8
EC G O 3 0 3 5/ 4 8 4 5 / 4 8 17 / 4 8 6 / 4 8
F u l l (8 7 )
E C G O l 4 4 /4 8 4 4 / 4 8 2 3 / 4 8 2 1/4 8
E C G O 1 0 4 7 /4 8 4 6 / 4 8 2 5/ 4 8 2 1/4 8
E C G O 3 0 1/ 4 8 0 /4 8 0 /4 8 0 / 4 8
T a b l e I I P : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r C p a r v u m
T i m e (m i n ) N t N t / N o L o g (N t / N o )
H D N
5 6 9 2 15 0 3 3
10 5 12 1 9 3 0 2 9
30 2 0 8 0 7 8 - 0 1 1
F u l l P e n ( 8 7 )
1 3 5 4 1 3 4 0 13
10 4 7 8 1 8 0 0 2 6
30 0 . 0 1 0 . 0 0 - 2 4 2












C . p a r v u m a n d B . s u b t i l is (2 / 5 / 0 1 )
T a b l e 1 2 A : R e s i d u a
R e s i d u a l s
a n d p H V a l u e s
O x i d a n t R e s i du a l (m g / L )
T i m e ( m i n ) H D N F u l l P e n ( 8 7 )
. p H _ m i c r o b e s
1 9 4 10 0 F u l l P e n S t o c k E x p t 7 0 0 N
1 5 9 2 9 8 H D N S t o c k E x p t 6 9 5 N
3 0 9 7 F u l l P e n E x p t 7 0 3
C h e m i c a l c o n t r o l 0 8 5 9 5 H D N E x p t . 7 . 0 3
C h e m i c a l c o n t r o l 3 0 9 7 B C 7 0 8
T a b l e 1 2 B : R a w Da t a f o r B s u b t i l i s
D e s c r i p t i o n U n d i l . l O
' ^ - l l O' ^ - l 1 0 ' ^ - 3 1 0 ^ ^ - 4
V o l u m e 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
B i o l C o n t r o l 0 T N T C T N T C T N T C 3 4
T N T C T N T C T N T C 3 3
B i o l C o n t r o l 3 0 T N T C T N T C T N T C 3 4
T N T C T N T C T N T C 2 5
H D N
V o lu m e
E C G O 1
E C G O 15
E C G O 3 0
F u l l P e n (8 7)
V o l u m e
E C G O l
E C G O 15
E C G O 3 0
0 1 0 0 1 0 0 0 1
T N T C T N T C T N T C
T N T C T N T C T N T C
0 0 0
0 1
T N T C
T N T C
0
0 0 1
T N T C
T N T C
0
0 0 0 1
T N T C
T N T C
0
0 0 0 0 1
2 0
3 0




T a b l e 1 2C : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r 5 s u b t i l i s
T im e (m i n ) C o n c e n t r a t i o n (N t ) L o g l O(N t ) N t / N o L o g (N t / N o )
H D N
3 2 7 E + 0 5 5 5 1E + 0 0
2 5 0 E + 0 5 5 4 0 E + 0 0 7 6 4 E - 0 1 - 0 1
1 5 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 1 5 3 E - 0 5 - 4 8
3 0 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 1 5 3 E - 0 5 - 4 8
F u l l (8 7 )
0 3 2 7 E + 0 5 5 5 1E + 0 0 I OOE + 0 0
2 5 0 E + 0 5 5 4 0 E + 0 0 7 64 E - 0 1 - 0 1
1 5 5 0 0 E + 0 0 6 9 9 E - 0 1 1 5 3 E - 0 5 - 4 8
30 5 OOE + 0 0 6 9 9 E - 0 1 1 5 3E - 0 5 - 4 8
B io l o g i c a l C o n t r o l
0 3 4 1E + 0 5 5 5 3 E + 0 0
3 0 3 14 E + 0 5 5 5 0 E + 0 0
T a b l e 12 D : H e m a c y t o m e t e r C o u n t s f o r C p a r v u m
C o u n t 1 C o u n t 2 C o u n t 3 C o u n t 4 A v e r a g e C o n c e n t r a t i o n
B C Ou n d 2 8 32 2 2 2 5 2 6 8 2 7E + 0 5
B C Od i l 4 5 4 5 E + 0 5
B C Od i l 3 8 3 8E + 0 5
B C 3 0 u n d 32 2 7 2 8 2 8 2 8 8 2 9 E + 0 5
B C 3 0 d i l 3 8 3 8E + 0 5
B C 3 0 d i l 3 3 3 3E + 0 5
H D N C e l l
E C G O - l a n d 3 3 2 2 2 6 4 1 3 0 5 3 1E + 0 5
E C G O - l d i l 5 0 5 0 E + 0 5
E C G O - l d i l 5 3 5 3 E + 0 5
E C G O ~ 15 u n d 13 2 9 6 0 2 8 3 2 5 3 3 E + 0 5
E C G O - 15 d i l 10 6 8 6 8 E + 0 5
E C G 0 - 15 d i l 2 5 2 . 5 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 2 9 2 5 2 2 2 1 2 4 3 2 4 E + 0 5
E C G O - 3 0 d i l 4 3 4 3 E + 0 5
E C G O ~ 3 0 d i l 3 5 3 5 E + 0 5
F u l l P e n (8 7 )
E C G O - l u n d 2 5 2 8 3 3 2 9 2 8 8 2 9 E + 0 5
E C G O - l d i l 3 5 3 5 E + 0 5
E C G O - l d i l 2 3 2 3 E + 0 5
E C G O - I S u n d 2 4 2 9 3 0 1 6 2 4 8 2 5E + 0 5
E C G 0 ~ 15 d il 5 0 5 0 E + 0 5
E C G O - 15 d i l 2 7 2 7 E + 0 5
E C G O - 3 0 u n d 2 1 3 1 2 9 2 8 2 7 3 2 7 E + 0 5
E C G O - 30 d i l 4 8 4 8E + 0 5
E C G O - 30 d i l 2 5 2 5E + 0 5
16 6
T a b l e 1 2 E : R a w D a t a F o r C p a r v u m
U N D U N D l O
' ^
- l l O' ^ - l
S l i d e W e l l # 1 W e l l # 2 W e l l # 3 W e l l #4
B C O 3 9 / 4 8 3 3 /4 8 2 5 /4 8 19 / 4 8
B C 3 0 4 3/ 4 8 3 8 /4 8 19 /4 8 19 / 4 8
H D N
E C G O l 4 5/ 4 8 4 7 / 4 8 2 8 / 4 8 2 6 / 4 8
E C G O 1 5 4 7 /4 8 4 7 /4 8 15 /4 8 2 5 / 4 8
E C G O 30 4 2 / 4 8 4 0 /4 8 19 /4 8 2 3 / 4 8
F u l l (8 7)
E C G O 1 4 8/ 4 8 4 6 / 4 8 2 2 / 4 8 2 9 / 4 8
E C G O 15 4 5 /4 8 4 5 / 4 8 2 0 / 4 8 2 4 / 4 8
E C G O 3 0 37 / 4 8 4 6 /4 8 2 3 /4 8 2 6 / 4 8
T a b l e 1 2 F : I n a c t i v a t i o n D a t a f o r C p a r v u m
T i m e (m i n ) N t N t / N o L o g ( N t /N o )
H D N
4 9 6 2 14 0 3 3
15 4 7 3 2 0 4 0 3 1
3 0 2 74 1 1 8 0 0 7
F u l l P e n ( 8 7 )
5 0 1 2 16 0 34
15 3 9 0 1 6 8 0 2 3
3 0 3 0 5 1 3 2 0 12





N o = 2 3 2
